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RESUMEN 
En el presente trabajo se evalúo el método simplificado del polimorfismo de longitud de 
fragmentos amplificados (AFLP) y se comparó con el método de polimorfismo de 
longitud de fragmentos de restricción de la secuencia de inserción IS6110 (RFLP-
IS6110) empleando 52 aislamientos clínicos de M. tuberculosis obtenidos en 
Tamaulipas. El análisis por AFLP generó un total de 24 bandas de tamaños 
comprendidos entre 1537 a 121 pb, y 52 diferentes patrones de bandas, con un mínimo 
de 2 y un máximo de 13 bandas. El análisis por RFLP-IS6110 generó 32 bandas de 
tamaños comprendidos entre 1 y 12 kpb, y 52 diferentes patrones de bandas con un 
mínimo de 3 y un máximo de 15 bandas. Por lo tanto, ambos métodos de 
genotipificación mostraron un poder de discriminación de muestras del 100%. Una 
comparación de los 1326 índices de similitud de pares de muestras calculados para cada 
método de genotipificación mostró una total ausencia de correlación entre los índices de 
similitud de los dos métodos. El método simplificado de AFLP se espera que sea de 
mayor utilidad para genotipificar aislamientos de M. tuberculosis que el método de 
RFLP-IS6110, ya que el primero evalúa variaciones genéticas a través de todo el 
genoma de M. tuberculosis. Además, la relativa rapidez, bajo costo, reducción de 
tiempo debido a la pequeña cantidad de ADN necesario y el uso de sólo una enzima de 
restricción, un adaptador de doble cadena, un iniciador de PCR, y un sistema sencillo de 
detección, demuestran cómo este método de AFLP simplificado compite 
favorablemente con el método de RFLP-IS6110 o métodos convencionales AFLP. El 
método simplificado de AFLP, por tanto, resulta como una muy buena opción en la 
genotipificación de aislamientos de M. tuberculosis, especialmente en los países en 
desarrollo o cuando es usado como método de tamizaje inicial. 
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ABSTRACT 
A simplified amplified-fragment length polymorphism (AFLP) method was 
developed and applied to genotype 52 Mycobacterium tuberculosis isolates. This 
method can be carried out using only one restriction enzyme (XhoI), one double strand 
adapter, and one PCR primer. AFLP analysis of the isolates generated a total of 24 
differently sized bands ranging from 1537 to 121 bp, and 52 different band patterns, 
with a minimum of 2 and a maximum of 13 bands. The results were compared with the 
well-established IS6110 restriction fragment length polymorphism (IS6110-RFLP) 
typing method, which rendered a total of 32 differently sized bands from 1 to 12 kbp, 
and 52 different band patterns, with a minimum of 3 and a maximum of 15 bands. 
Therefore, both genotyping methods showed a discriminatory power of samples of 
100%. Nevertheless, pairwise comparisons of the 1326 similarity indexes calculated for 
both typing methods showed a total absence of correlation between the similarity 
indexes of the two methods. The simplified AFLP method is expected to be more useful 
for genotyping M. tuberculosis isolates compared to the IS6110-RFLP method, since 
the former evaluates genetic variations throughout the M. tuberculosis genome. 
Furthermore, the relatively rapid and low-cost simplified AFLP method compares 
favorably to the IS6110-RFLP or conventional AFLP methods, and shows great 
promise for genotyping M. tuberculosis isolates, especially in developing countries or 
for preliminary screening. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que un tercio de la 
población mundial se encuentra infectada con Mycobacterium tuberculosis, agente 
etiológico causante de la tuberculosis, y que aproximadamente 9 millones de 
personas desarrollan la enfermedad cada año, siendo la mortalidad mundial por 
tuberculosis de 3 millones de personas al año (OMS, 1996; Raviglione, 2001). Se 
considera que una cuarta parte de las defunciones por tuberculosis pueden llegar a ser 
evitadas en Países en desarrollo, que es donde se presenta el 95% de los casos. El 
75% de los casos de tuberculosis se sitúan dentro de la edad económicamente 
productiva; o sea entre los 15-50 años (OMS, 1996). 
En la década de los 80’s se observó un notable incremento en la incidencia de 
la tuberculosis sin importar el desarrollo económico de casa País, por lo que la OMS 
declaró por primera vez a la tuberculosis como un problema de salud global 
emergente (Suffys et al., 1997). 
El estudio del agente causante de la tuberculosis a partir de técnicas 
moleculares ha permitido la diferenciación de cepas de M. tuberculosis. Uno de los 
métodos moleculares más aceptados internacionalmente se basa en el estudio de las 
repeticiones de la secuencia de inserción IS6110 en el genoma de M. tuberculosis, lo 
cual ha permitido el desarrollo de un método de tipificación molecular llamado 
polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción para IS6110 (RFLP-IS6110) 
(Van Embden et al., 1993). Este método de tipificación molecular ha sido utilizado 
ampliamente en estudios de infecciones intrahospitalarias, detección de cepas 
multiresistentes a drogas (MDR), infecciones cruzadas y falsos positivos, y en 
epidemiología molecular (Martín, 1996; Van Soolingen y Hermans, 1995). En los 
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últimos años se han desarrollado nuevos métodos para la tipificación molecular de 
Mycobacterium tuberculosis con el fin de suplir algunos de los inconvenientes que 
resultan al aplicar el método de RFLP-IS6110, como son: la gran cantidad de tiempo 
necesario para llevar a cabo el procedimiento de RFLP-IS6110, la alta cantidad de 
ADN requerida para el mismo, lo cual es difícil debido al lento crecimiento del 
microorganismo, y el alto costo del procedimiento debido fundamentalmente a la 
técnica de hibridación aplicada. Estos nuevos métodos moleculares tienen como base 
la Reacción en Cadena de la Polimerasa o PCR, la cual requiere de una menor 
cantidad de ADN y permite emplear métodos de detección sencillos (Kremer, 1999, 
Supply, 2001). 
Al comparar el método de RFLP-IS6110 contra los métodos basados en PCR, 
en general se demostró que en el método de RFLP existen problemas importantes de 
reproducibilidad y/o poder de discriminación, resultando mejores los métodos que 
utilizan PCR. Los métodos desarrollados de tipificación molecular basados en la 
PCR son el PCR con mezclas de adaptadores (Mixed-Linker PCR), la tipificación a 
través de las unidades repetitivas intraespaciadas de micobacterias (MIRU) y 
elementos repetitivos en tándem de número variable (VNTR), llamado también 
MIRU/VNTR typing, y la tipificación con oligonucleótidos espaciadores del 
elemento de inserción DR (Spoligotyping). Estos tres métodos son los más 
recomendados para una tipificación molecular reproducible y con alto poder de 
discriminación. Sin embargo, todos ellos son métodos laboriosos y difíciles de 
implementar como método de rutina en un laboratorio de micobacteriología. 
 
 
 
    
 
3 
 
 
2. HIPÓTESIS 
 
El método de AFLP simplificado presenta un mayor poder de discriminación 
para realizar genotipificaciones en M. tuberculosis que el método de RFLP de 
IS6110. 
 
3. OBJETIVOS 
3.1 Objetivo general 
 
Evaluar la aplicación de un método de polimorfismo de longitud de 
fragmentos amplificados (AFLP) simplificado como método de genotipificación de 
aislamientos clínicos de Mycobacterium tuberculosis en muestras del Estado de 
Tamaulipas. 
 
3.2 Objetivos específicos 
1. Establecer un banco de ADN de aislamientos clínicos de Mycobacterium 
tuberculosis del Estado de Tamaulipas.  
2. Implementar un método de polimorfismo de longitud de fragmentos 
amplificados (AFLP) simplificado y el método de polimorfismo de longitud 
de fragmentos de restricción (RFLP) de la secuencia de inserción IS6110. 
3. Aplicar el método de AFLP simplificado y RFLP-IS6110 a aislamientos 
clínicos de M. tuberculosis del Estado de Tamaulipas. 
4. Comparar el poder de discriminación de los dos métodos de genotipificación 
y definir los tipos de patrones de AFLP y RFLP obtenidos. 
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5. Comparar los índices de similitud de pares de muestras obtenidos a partir de 
los patrones de AFLP con los de RFLP. 
6. Clasificar y comparar los aislamientos clínicos en base a los patrones de 
AFLP y RFLP agrupados en grupos de muestras con patrones similares. 
7. Correlacionar los grupos de muestras con la información de los pacientes 
estudiados. 
8. Comparar la distribución de bandas teóricas de AFLP y RFLP-IS6110 en el 
genoma de M. tuberculosis H37Rv. 
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4. ANTECEDENTES 
 
4.1 Taxonomía y características generales de Mycobacterium tuberculosis 
Mycobacterium tuberculosis pertenece al género Mycobacterium, de la 
familia Mycobacteriaceae y del orden Actinomycetales. M. tuberculosis también 
pertenece al complejo tuberculosis, donde además se encuentran M. bovis, M. 
africanum y M. microti (Grange, 1996).  
Los bacilos tuberculosos presentan generalmente forma filamentosa que 
varían en ancho de 0.2 a 0.5 μm y de longitud de 1 a 4 μm. Estos bacilos son 
inmóviles, aerobios estrictos, no esporulan, ni forman cápsulas, y son resistentes a la 
decoloración alcohol-ácido cuando son teñidos con fucshina básica fenicada (tinción 
de Ziehl-Neelsen), apreciándose un color rojo sobre un fondo azul (Britton et al.,  
1994). 
Una de las características en Mycobacterium tuberculosis es su lento 
desarrollo,  ya que presenta un tiempo de duplicación de 18 horas. Esta es la razón 
por la cual los cultivos de M. tuberculosis en muestras biológicas deben llevarse a 
cabo durante 7 a 8 semanas de incubación antes de considerarlos como negativos. 
En la pared celular de las micobacterias se encuentra una macromolécula rica 
en complejos lipídicos, siendo los componentes más importantes los ácidos 
micólicos, ceras y fosfátidos (García-Rodríguez, 1987). Estos lípidos pueden 
alcanzar hasta el 60% del peso seco de la pared celular siendo una característica 
distintiva de las micobacterias que determina la gran resistencia a la coloración y a la 
digestión intracelular por macrófagos. Además el carácter hidrofóbico de estos 
lípidos genera una tendencia a la aglutinación durante su el crecimiento celular y 
proporciona a la micobacteria una resistencia a la desecación, la cual es una 
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condición muy importante para la transmisión de la tuberculosis, ya que permite la 
sobrevivencia de la micobacteria en expectoraciones secas. 
 
4.2 La Tuberculosis y la problemática de salud mundial 
Durante mucho tiempo la tuberculosis ha sido uno de los principales 
problemas de salud en los Países subdesarrollados en donde se llegan a presentar el 
95% de los casos y el 98% de las muertes. Recientemente la tuberculosis se ha 
asociado a un deterioro en los programas de salud social y a los movimientos 
migratorios. Además, la tuberculosis se presenta mayoritariamente en regiones y 
poblaciones de un bajo nivel socioeconómico y en general ésta persiste y se 
incrementa entre algunos grupos sociales como ancianos, personas desamparadas sin 
hogar, personas retenidas en correccionales y en infectados con VIH (Jereb et al., 
1993; Rabiglione et al., 1996; WHO, 1994). Todas estas condiciones han permitido 
un marcado incremento en el número y gravedad de los casos de tuberculosis 
alrededor del mundo (Cole y Telenti, 1995).  
La OMS ha reportado que en 1990 aproximadamente un tercio de la 
población mundial se encontraba infectada con Mycobacterium tuberculosis 
presentándose en ese mismo año unos 8 millones de nuevos casos y estimando que 
para finales del siglo XX, la mortalidad relacionada con la tuberculosis podría 
alcanzar a 3.5 millones de personas. (OMS, 1996; Raviglione, 2001; WHO, 1992). 
La aparición de cepas de M. tuberculosis resistentes a las drogas ha resultado 
uno de los problemas más relevantes. La continua dispersión de cepas de M. 
tuberculosis multidrogoresistentes (MDR) ha limitado el tratamiento eficaz en 
muchos países subdesarrollados debido a un tratamiento inadecuado de la 
enfermedad. Esto incluye problemas en los procedimientos para controlar la 
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infección y pruebas diagnósticas y de susceptibilidad acertadas, las cuales requieren 
de mucho tiempo para llevarse a cabo, además de ser costosas.  
Al realizar un estudio sobre la presencia cepas MDR en pacientes con 
tuberculosis, en 1997 la OMS junto con la unión Internacional contra la Tuberculosis 
y Enfermedades respiratorias (UICTER) demostró que éstas se presentaban en el 2 al 
14% de los casos estudiados, y se delimitaron áreas geográficas en donde la 
resistencia era tanto a isoniacida como a rifampicina, que son los antimicrobianos 
más eficientes en el tratamiento contra la tuberculosis (Drobniewski y Wilson, 1998; 
Pablos-Méndez et al., 1998; Sheldon et al., 1995 WHO, 1997). La presencia de cepas 
MDR ha sido demostrada en Estados Unidos de Norte América, al aislar una cepa 
llamada “W” que presentó resistencia a 7 antimicrobianos (Dooley et al., 1992; 
Frieden et al., 1996). 
La epidemia causada por el VIH ha resultado el factor más importante de 
riesgo para los pacientes infectados con M. tuberculosis (Styblo y Enarson, 1991). 
Esta correlación podría ser determinante para la epidemiología a largo plazo 
(Leowski y Miller, 1992; Selwyn et al., 1989). Además, esta condición ha facilitado 
que la tuberculosis pase a una forma activa, pero no se ha demostrado que se 
incremente la susceptibilidad a la infección con M. tuberculosis (Jereb et al., 1993). 
Así mismo la infección causada por VIH puede incrementar el riesgo de que una 
persona pueda contraer tuberculosis primaria y que presente tuberculosis activa o 
bien una tuberculosis latente. El 10% de casos de tuberculosis latente con VIH 
pueden desarrollar una tuberculosis activa, mientras que el 5% de casos de 
tuberculosis latente de personas con un sistema inmune normal desarrollan 
tuberculosis activa (Selwyn et al., 1989; Smith y Moss, 1994). Mycobacterium 
tuberculosis es probablemente el patógeno oportunista más común en personas con 
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SIDA, aunque las micobacterias no tuberculosas también se presentan con alta 
frecuencia (Horsburh y Pozniak, 1993). 
 
4.3 Diagnóstico microbiológico de la tuberculosis 
El diagnóstico microbiológico de Mycobacterium tuberculosis se basa en la 
detección del microorganismo por microscopía mediante la tinción de Ziehl Neelsen 
o la técnica de Truant y por el cultivo de muestras clínicas. Para el cultivo es 
necesario llevar a cabo una descontaminación de las muestras ya que su cultivo 
requiere de varias semanas. Para la descontaminación se puede utilizar el método de 
Petroff que utiliza hidróxido de sodio como descontaminante y homogeneizante. 
El cultivo o aislamiento de las micobacterias se realiza principalmente en 
medios sólidos como son el medio Lowestein-Jensen y los medios de Middlebrook 
7H10 y 7H11, todos con agar como soporte. Se requiere de un proceso de incubación 
largo para demostrar la presencia o ausencia de colonias (Heifets, 1997; Fadda y 
Sanguinetti, 1998). 
Para la identificación de M. tuberculosis se realiza una observación de las 
colonias, y se determina la velocidad de crecimiento y pruebas bioquímicas. Debido 
al incremento de micobacterias-MDR, se hace cada vez más necesario llevar a cabo 
pruebas de susceptibilidad a las drogas, aunque los métodos tradicionales son muy 
tardados. 
Considerando la gran problemática relacionada con el cultivo e identificación 
de las micobacterias, se han desarrollado una serie de métodos alternativos para el 
diagnóstico a partir de muestras clínicas, siendo el método radiométrico una opción 
importante. Este método consiste en el cultivo del microorganismo en un medio 
líquido que contiene un sustrato (ácido palmítico C14) con carbono radioactivo y la 
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micobacteria al metabolizarlo produce dióxido de carbono radioactivo, el cual se 
mide con un contador de radiaciones (BACTEC 460 Tb) (Shinnick y Good, 1994; 
Siddiqui et al., 1981). Con este método la detección del crecimiento micobacteriano 
se puede realizar en 7 a 14 días. Otra opción es realizar un procedimiento de 
hibridación de ácidos nucleicos empleando un sistema comercial llamado AccuProbe 
(GenProbe, EE.U.) (Shinnick y Good, 1995). 
Actualmente existen una gran variedad de metodologías para el diagnóstico 
de M. tuberculosis basadas en la amplificación de secuencias de ácidos nucleicos 
como lo son la PCR (Clarridge et al., 1993; Eisenach et al., 1990), amplificación de 
ARN (Jonas et al., 1993), y la amplificación por reacción en cadena de la ligasa 
(Ausina et al., 1997; Iovannisci et al., 1993). Dos ejemplos de estos sistemas son 
Amplicor MTB de Roche Molecular Systems, Estados Unidos, y E-MTD Test de 
Gen-Probe, Estados Unidos, en los cuales a partir de muestras de expectoración se 
pueden tener resultados en horas. 
Para la determinación de la susceptibilidad a drogas se han desarrollado 
métodos rápidos como el sistema radiométrico BACTEC 460 Tb (Fadda y 
Sanguinetti, 1998), métodos que detectan el consumo de oxígeno en presencia de 
reactivos fluorescentes, y el sistema MGIT (Badak et al., 1996; Hanna et al., 1999; 
Palomino et al., 1999; Pfyffer et al., 1997; Reisner et al., 1995; Walters y Hanna, 
1996), entre otros. También se ha utilizado la reacción en cadena de la polimerasa 
unido al polimorfismo conformacional de cadena simple o PCR-SSP (siglas en 
inglés) (Felmlee et al., 1995; Predorius et al., 1996; Scarpellini et al., 1997; 
Sreevatsan et al., 1998; Telenti et al., 1993); la reacción en cadena de la polimerasa 
múltiple (Plikaytis et al., 1994); la hibridación en fase sólida INNOLiPA de 
Innogenetics NV, Bélgica (Cooksey et al., 1997; de Beenhouwer et al., 1999; 
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Gamboa et al., 1998; Rossau et al., 1997); y ensayos de microarreglos de ADN 
(Troesch et al., 1999). 
 
4.4 Caracterización de Mycobacterium tuberculosis 
La caracterización de Mycobacterium tuberculosis ha constituido durante 
mucho tiempo un gran problema, por lo que se han estado desarrollando métodos que 
permiten diferenciar cepas de los pacientes enfermos. 
Un primer método molecular para la caracterización de M. tuberculosis fue el 
análisis de restricción de ADN, que permitió comparar los fragmentos del 
cromosoma bacteriano de M. tuberculosis separados por electroforesis. Este 
procedimiento fue aplicado en la diferenciación de cepas nativas y de referencia 
(Collins y de Lisle, 1984), así como también para diferenciar los miembros del 
complejo tuberculosis. Así surgió la aplicación de la técnica de electroforesis en 
campo pulsante que permite una mejor interpretación de los resultados pero con la 
limitante de generar pocos patrones y el alto costo de los equipos empleados 
(Varnerot et al., 1992; Ross et al., 1992). 
El estudio de la secuencia del ADN del cromosoma de M. tuberculosis ha 
permitido generar información muy valiosa, ya que se ha logrado detectar una serie 
de elementos repetitivos específicos que han ayudado a desarrollar métodos para la 
caracterización molecular y epidemiológica de M. tuberculosis. A partir de esto, 
surge el método de análisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de 
restricción de la secuencia IS6110 o RFLP-IS6110 (por sus siglas en inglés). Este 
método se basa en el principio de análisis de fragmentos restricción que hibridan con 
una sonda de ADN específica para la secuencia de inserción IS6110, generando un 
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patrón de bandas característico para una cepa de M. tuberculosis determinada (van 
Embden et al., 1993). 
 
4.5 Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricción de Mycobacterium 
tuberculosis 
El desarrollo del método de RFLP-IS6110 se llevó a cabo por Dick Van 
Soolingen quien al descubrir una secuencia repetitiva en el ADN de M. tuberculosis 
la utilizó como una sonda para realizar un análisis de RFLP de cepas de M. 
tuberculosis obtenidas en Holanda. En este estudio se obtuvieron por primera vez 
patrones de bandas idénticos a partir de cepas de diferentes pacientes (Sebec, 2000). 
Estos resultados fueron de gran relevancia para el estudio de la epidemiología de M. 
tuberculosis tanto en brotes locales como en estudios globales (Hermans et al., 1990; 
Kiers et al., 1997; Van Soolingen et al., 1991). 
El método de RFLP-IS6110 consiste en el aislamiento de las micobacterias de 
un cultivo puro, extracción del ADN cromosomal de alta pureza, y digestión del 
ADN con una enzima de restricción que presenta un sitio de corte único dentro de la 
secuencia de inserción IS6110, por ejemplo PvuII. Los fragmentos obtenidos son 
separados mediante electroforesis para posteriormente ser transferidos a una 
membrana de hibridación, la cual se hibrida con una sonda específica para la región 
IS6110 marcada por quimioluminiscencia. El revelado por autoradiografía muestra 
un patrón de bandas característico para una cepa determinada (Chevrel-Dellagi et al., 
1993; Hayward, 1995; Van Embden et al., 1993). Este método de RFLP-IS6110 ha 
sido utilizado para llevar a cabo una tipificación molecular de M. tuberculosis en 
estudios intrahospitalarios, epidemiológicos y para detectar contaminación cruzada 
en un laboratorio (Martín, 1996; Van Soolingen y Hermans, 1995). 
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El método de RFLP-IS6110 ha sido utilizado ampliamente para tratar de 
comprender la transmisión de la tuberculosis en procesos de epidemiología 
molecular, convirtiéndose en una herramienta muy valiosa. De entre sus aplicaciones 
se incluyen: 
• El seguimiento de cepas individuales de alto interés por ser multidrogo 
resistentes o por su inefectividad, las cuales adquieren una mayor importancia 
debido a la asociación con la pandemia del VIH (Bifani et al., 1996; de Boer 
y Van Soolingen, 2000; Fletcher, 2001; Yang et al., 1994, 1995, Raviglione, 
1996). 
• Estudios de epidemiología en áreas urbanas para monitorear la importancia de 
los programas de prevención y control para la disminución de la transmisión 
de la tuberculosis en la sociedad (Genewein et al., 1993; Suffys et al., 1997). 
Esta aplicación ha permitido correlacionar y evaluar factores de riesgo como 
la edad, raza y clase social, entre otros (Alland et al., 1994; Borgdorff et al., 
2000; Gutiérrez et al., 1998; Samper et al., 1998; Small et al., 1994; Van 
Deutekom et al., 1997). 
• Análisis de primo infecciones o infecciones recurrentes, lo cual ha permitido 
comprender mejor el fenómeno de la transmisión de la tuberculosis, así como 
ubicar en forma más acertada las fuentes de infección (Caminero et al., 2001; 
Niemann et al., 1997; Stead and Bates, 2000; Strassle et al., 1997). 
Estas aplicaciones han permitido mejorar el control de la enfermedad en 
diferentes áreas poblacionales, y también han permitido demostrar cómo personas 
infectadas con VIH presentan un alto riesgo para desarrollar la enfermedad en forma 
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activa (Smith y Moss 1994; Suffys et al., 1997, Portugal et al., 1999, Strassle et al., 
1997). 
Se ha podido determinar el origen geográfico de muchas cepas mediante el 
estudio del movimiento migratorio y transcontinental de un gran número de personas 
(Hermans et al; 1995; Samper et al; 1997; Spidola de Miranda et al; 1996; Sterling et 
al., 2000). El análisis epidemiológico molecular también se ha aplicado en áreas 
cerradas como pueden ser escuelas, hospitales a través del seguimiento de 
infecciones nosocomiales, laboratorios para evaluar casos de contaminación cruzada 
(Hannan et al., 2001; Van Soolingen y Hermans 1995; Mazurek et al., 1991, Bauer et 
al., 1997; Braden et al., 1997a, b; Small et al., 1993; Trakas et al., 2000), y en 
prisiones y hogares para indigentes (Ridzon et al., 1997; Cleveland et al., 1995; 
Lemaitre et al., 1996; Curtis et al., 2000; Kearns et al., 2000; Bergmire-Sweart et al., 
1996; Chávez et al., 1997, Holton et al., 1996). La combinación de la epidemiología 
molecular con la epidemiología tradicional ha aportado información para establecer 
la ubicación de enfermos como centros de brotes de infección (Small y Van Embden, 
1994; Suffys et al., 1997). 
Uno de los factores de riesgo que más se ha asociado al incremento de la 
tuberculosis en Países con un alto nivel de vida ha sido el aumento de la inmigración 
hacia ellos, donde personas que provienen de Países con alta incidencia de 
tuberculosis llegan y se establecen en lugares que pueden presentar bajas condiciones 
socioeconómicas, hacinamiento y con una baja atención médica, siendo todos estos 
factores de riesgo para la transmisión activa de la tuberculosis (Gutiérrez et al., 
1998). 
El incremento de casos de tuberculosis en los últimos años en algunas 
ciudades norte americanas ha captado la atención de grupos de investigación para 
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analizar este fenómeno. En ciudades como San Francisco, New York y los Ángeles 
(Small et al., 1994; Alland et al., 1994 y Barnes et al., 1997), el objetivo de estos 
estudios de epidemiología molecular ha sido investigar los factores de riesgo, así 
como la posible transmisión reciente de la enfermedad. Con el apoyo del método de 
RFLP-IS6110 para la tipificación de cepas en combinación con la epidemiología 
tradicional se llegó a entender la transmisión en el área urbana (Alland et al., 1994; 
Small et al., 1994). 
Es claro que esta infección es casi exclusiva de las personas y su propagación 
puede llegar a reducirse si se identifican claramente los casos contagiosos, y si se les 
da un tratamiento adecuado y un seguimiento que permita controlar la aparición de 
cepas MDR, esto último se realiza con una supervisión muy estrecha para la toma de 
medicamentos y un control clínico que permita dar un seguimiento acertado a la 
enfermedad. Esta estrategia se llamada DOTS (TAES en México). Se puede romper 
la línea de transmisión al realizar un adecuado control de la fuente de infección 
(Enarson et al., 2000). Adicionalmente se requerirá de alguna estrategia eficaz, 
barata, sencilla y que se encuentre estandarizada para su aplicación por personal 
capacitado y aplicable en las instituciones de salud (OMS, 1996). Al utilizar esta 
estrategia DOTS es posible alcanzar un 85% de curación de los casos, pero si se 
presentan fallas como el inadecuado seguimiento de la infección, así como un 
tratamiento erróneo por la presencia de cepas resistentes, se podría llegar a una 
recaída e incluso la muerte del paciente (WHO 1992). Así mismo, es de gran 
importancia que las instituciones de salud cumplan con lineamientos generales en las 
instituciones cerradas como las casas de indigentes, así como cárceles o centros 
penitenciarios que permitan un control de la enfermedad. 
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4.6 Características del elemento IS6110 
El elemento IS6110 fue aislado del cromosoma de M. tuberculosis por 
Thierry y colaboradores, posteriormente se observó su presencia en todos los 
miembros del complejo de tuberculosis (Hermans et al., 1990). Esta secuencia de 
inserción es de 1355 pb y presenta varios sitios únicos de restricción, por ejemplo 
PvuII. El número de copias de IS6110 así como su posición dentro del cromosoma de 
M. tuberculosis es muy variable, llegando a presentarse hasta 20 ó más copias (Van 
Soolingen et al., 1994, Van Soolingen y Hermans, 1995), aunque también se han 
identificado cepas de M. tuberculosis con muy pocas copias de IS6110 o ninguna 
(Fang y Forves; 1997; Radhakrishnan et al., 2001). 
La obtención de patrones de bandas simples y estables en la tipificación de M. 
tuberculosis mediante RFLP-IS6110 se debe básicamente a la amplia distribución de 
la secuencia de inserción IS6110 en su genoma, así como a su relativa baja 
frecuencia de transposición, lo cual ha permitido que este elemento sea 
preferentemente usado en estudios de epidemiología molecular (Cave et al., 1994, 
Van Soolingen et al., 1995). 
La evidente presencia de cepas de M. tuberculosis con pocas o ninguna copia 
de IS6110 ha llevado al desarrollo de otros métodos de tipificación molecular de M. 
tuberculosis que utilizan otros tipos de marcadores genéticos alternativos (Van 
Soolingen et al., 1993; Warren et al., 1996).  
 
4.7 Limitaciones del método de RFLP–IS6110 
Una de las limitaciones más importantes del método de RFLP-IS6110 es que 
se requiere de una alta cantidad de ADN, lo cual se traduce en el requerimiento de un 
abundante crecimiento de las cepas de M. tuberculosis a analizar (Otal et al., 1997; 
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Suffys et al., 1997) y que junto con su lento crecimiento, la obtención de la suficiente 
cantidad ADN implica un largo tiempo. Adicionalmente, el ADN obtenido debe ser 
de una muy buena calidad, ya que la degradación del mismo implicaría la posible 
pérdida de bandas de alto tamaño molecular durante la digestión con la enzima de 
restricción. El protocolo por sí mismo resulta laborioso y se requiere de tres a cuatro 
días para realizarlo y junto con la técnica de marcaje empleado, hace al método de 
RFLP-IS6110 moderadamente caro (Hayward, 1995; Suffys et al., 1997).  
Otra limitante muy importante es que se han identificado cepas de M. 
tuberculosis que presentan muy pocas copias o ninguna del elemento IS6110 en su 
genoma (Hermans et al., 1995; Van Soolingen y Hermans 1995, Radhakrishnan et 
al., 2001). Este tipo de cepas no pueden ser tipificadas mediante el método de 
genotipificación de RFLP-IS6110. 
 
4.8 Marcadores genéticos alternativos para la tipificación de Mycobacterium 
tuberculosis 
La secuencia de inserción IS1081 presenta 1324 pb y fue descubierta por 
Collins y Stephen en 1991 (Collins y Stephen 1991). Esta secuencia está relacionada 
con la familia del IS256 de Staphylococcus aureus y presenta un bajo polimorfismo, 
por lo que tiene un uso limitado en análisis de epidemiología molecular, pero puede 
diferenciar cepas de M. bovis de otros miembros del complejo de tuberculosis (Van 
Soolingen et al., 1992, 1993). 
Las llamadas secuencias repetitivas directas o DR (por sus siglas en inglés) 
pueden variar en número de 10 a 50 copias en cepas del complejo de tuberculosis. 
Además resultan ser la región preferencial para la integración del elemento IS6110 
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en el cromosoma micobacteriano (Beggs et al., 1996, Fang y Forbes, 1997; Hermans 
et al., 1991).  
Las secuencias polimórficas repetitivas ricas en guanina-citosina, llamadas 
PGRS (por sus siglas en inglés), son secuencias cortas formadas por muchas 
repeticiones y están presentes en múltiples agrupaciones cromosomales; estas 
secuencias no sólo se encuentran en el complejo tuberculosis sino que también están 
presentes en M. kansasii, M. szulgae y M. malmoense (Suffys et al., 1997). 
 
4.9 Otros métodos moleculares para la tipificación de Mycobacterium 
tuberculosis 
Como resultado de las limitaciones del método de RFLP-IS6110, se han 
desarrollado otras estrategias o métodos de tipificación que han permitido eliminar o 
reducir las dificultades del método de RFLP-IS6110. La intención de estos nuevos 
métodos de tipificación es fundamentalmente acortar el tiempo para su realización al 
no requerir de un crecimiento abundante de las micobacterias en estudio. Además, al 
emplear métodos de amplificación de ADN como la PCR, se pueden utilizar 
directamente muestras clínicas sin necesidad de la obtención de cultivos puros 
abundantes (Cousins et al., 1992, Goyal et al., 1997; Hass et al., 1993; Patel et al., 
1996; Samper et al., 1997). 
Uno de estos métodos es la llamada PCR inversa de IS6110 la cual emplea 
cebadores exteriores al IS6110 (Samper et al., 1997). Sin embargo, este método tiene 
la desventaja de que es poco reproducible, poco específico y genera pocas bandas 
(Kremer et al., 1999). 
Otro método basado en la PCR es el llamado ampliprintin-IS6110 que utiliza 
cebadores dirigidos a las secuencias MPTR e IS6110. Este método se puede aplicar a 
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partir de muestras clínicas, pero tiene la desventaja de obtenerse un bajo  número de 
fragmentos y además es poco reproducible (Plikaytis et al., 1993; Suffys et al., 1997; 
Kremer et al., 1999). 
Otro método que utiliza la PCR es la PCR-DER o DRE-PCR (por sus siglas 
en inglés), el cual se basa en la amplificación de las secuencias IS6110 y PGRS 
generando polimorfismos, por lo que la discriminación es aceptable, pero presenta 
una baja reproducibilidad (Friednan et al., 1995; Kremer et al., 1999). 
El uso de cebadores arbitrarios (PCR-CA o Arbitrarily primer PCR, en inglés) 
ha llevado a la obtención de patrones polimórficos y a mejorar la reproducibilidad 
respecto a los métodos de tipificación anteriores. Su principal desventaja es la 
necesidad de emplear varios juegos de oligonucleótidos cebadores. Con este método 
se ha logrado un alto poder de discriminación entre cepas de M. tuberculosis 
(Kremer et al., 1999). 
Otro método es el llamado PCR con mezclas de adaptadores (Mixed-Linker 
PCR, en inglés), donde se usa un cebador dirigido a IS6110 y un segundo cebador 
dirigido al adaptador. En este método se generan más bandas que en el RFLP-IS6110 
y presenta una alta reproducibilidad y poder de discriminación, por lo que se 
considera una alternativa para estudios de epidemiología (Haas et al., 1993). 
También se cuenta con el polimorfismo cromosomal de secuencias repetidas 
en tándem de número variable VNTR (Variable Number of Tandem Repeats en 
inglés). Con este método se ha podido clasificar en perfiles alélicos diferentes a 
diferentes cepas de M. tuberculosis. Una variante es el método llamado de 
tipificación MIRU/VNTR que utiliza secuencias de VNTR presentes en doce loci 
diferentes, el cual presenta una excelente reproducibilidad, sensibilidad y alto poder 
de discriminación (Supply et al., 2001).  
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Por último, la tipificación con oligonucleótidos espaciadores o Spoligotyping 
(en inglés), la cual se basa en amplificar una región cercana a los DR para 
posteriormente realizar una hibridación diferencial de los productos amplificados en 
una membrana que presenta oligonucleótidos como sondas específicas (Van 
Soolingen y Hermans, 1995; Suffys et al., 1997). Este método presenta una excelente 
reproducibilidad y la comparación visual entre cepas de M. tuberculosis es sencilla, 
pero para cepas con un alto número de copias de IS6110 presenta un poder de 
discriminación menor al método de RFLP-IS6110, aunque en cepas con bajo número 
de copias de IS6110 se obtienen excelentes resultados (Kamerbeek et al., 1997; 
Kremer et al., 1999). 
Actualmente, se considera que los métodos de tipificación molecular de M. 
tuberculosis de Spoligotyping y MIRU/VNTR son los más recomendables a emplear 
debido a su alta reproducibilidad y poder de discriminación, y adicionalmente porque 
sus resultados pueden ser expresados en un formato digital simple (Kremer et al., 
1999; Supply et al., 2001). El uso del método de RFLP-IS6110 se recomienda 
principalmente en cepas con un mediano ó alto número de copias de la secuencia 
IS6110 (Kremer et al., 1999). 
 
4.10 Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados o AFLP 
 
4.10.1 Características del método de AFLP 
En años recientes se han desarrollado varios métodos para la tipificación e 
identificación de organismos en base al análisis de ADN. Estos se diferencian entre 
sí por su poder de discriminación y reproducibilidad, así como de su estandarización 
e interpretación (Maslow et al., 1993; Morel; 1997; Reineke et al., 1998; Replogle et 
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al., 1994; Tenover et al., 1994; Van Belkum; 1994; Vaneechoutte; 1996; Versalovic 
et al., 1993). Un método ideal de tipificación molecular sería aquel cuyos resultados 
puedan ser reproducibles independientemente del laboratorio en que se trabaje y que 
permita además un análisis comparativo entre las cepas estudiadas, así como que 
permitiera establecer una base de datos sencilla. Uno de los métodos de tipificación 
molecular más prometedor es el análisis por AFLP, desarrollado por Keygene B.V., 
Wageningen. Este método de tipificación puede ser aplicado a cualquier muestra de 
DNA con un alto poder de discriminación y reproducibilidad. El método de AFLP ha 
sido aplicado tanto en plantas como en animales, así como en mapeo genético de 
diagnóstico, estudios de filogenia y tipificación microbiana (Blears et al., 1998; Vos 
et al., 1995; Zabeau y Vos, 1993). 
Los patrones de bandas que se logran obtener entre las diferentes cepas 
estudiadas por AFLP presentan un alto polimorfismo debido a varias razones: 
mutaciones en los sitios de restricción analizados, mutaciones en las secuencias 
adyacentes al sitio de restricción  y por inserciones o deleciones en los productos 
amplificados (Vos et al., 1995). La mayoría de los ensayos de AFLP se han realizado 
mediante la combinación de varias enzimas de restricción dependiendo del genoma 
estudiado (Ajmone et al., 1997), aunque se han descrito algunas alternativas en 
AFLP basadas en el uso de una sola enzima, un solo adaptador y el análisis en geles 
de agarosa (Gibson et al., 1998; Valsangiacomo et al., 1995, Viader-Salvadó et al., 
2002). 
El método de AFLP al ser comparado con otros métodos de tipificación 
presenta algunas ventajas como son la reproducibilidad, el alto poder de 
discriminación, y los aspectos operacionales o de detección. Este método de 
tipificación requiere relativamente pequeñas cantidades de ADN, que se digiere con 
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enzimas de restricción. Los fragmentos de AFLP obtenidos no dependen de técnicas 
de hibridación para su detección. Empleando el método de AFLP es difícil que se 
presenten resultados con patrones de bandas incorrectos, mientras que por RFLP esto 
puede ser más frecuente (Vaneechoutte, 1996). 
 
4.10.2 El método de AFLP y su apoyo en la tipificación molecular 
Los métodos de genotipificación difieren en su poder de discriminación 
dependiendo de la complejidad del genoma estudiado. El método de AFLP ha 
permitido en bacteriología llegar a identificar y tipificar microorganismos (Janssen et 
al., 1997; Rademaker et al., 2000). De los diferentes métodos de tipificación, el 
AFLP presenta varias ventajas resultando principalmente un alto poder de 
discriminación (Desai et al., 1998; Dijkshoorn et al., 1996; Duim et al., 1997; 
Janssen y Dijkshoorn, 1996; Koeleman et al., 1997; Koeleman et al; 1998; Picardeau 
et al; 1997; Rademaker et al; 2000); Valsangiacomo et al., 1995); esto se da gracias a 
que el análisis por AFLP se basa en la presencia de mutaciones en sitios de 
restricción que generan una variación en la longitud de los fragmentos obtenidos y 
que junto con variaciones en los nucleótido selectivos del extremo 3’ de los 
iniciadores de PCR, permiten generar una alta cantidad de fragmentos detectables en 
sistemas de electroforesis (Vaneechoutte, 1996). 
 
4.10.3 El método de AFLP y su comparación con otros métodos de tipificación 
molecular 
Se ha demostrado que el análisis mediante RAPD de cepas de Acinetobacter 
baumannii requirió del uso de cinco diferentes oligonucleótidos iniciadores y 
técnicas de hibridación de ADN para poder lograr el mismo nivel de significancia 
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que el método de AFLP (Koeleman et al., 1998). Al comparar los análisis por 
RAPD, PFGE y AFLP en Pseudomonas se concluyó que el método de AFLP 
presenta un mayor poder de discriminación que los otros métodos evaluados (Speijer 
et al., 1999; Tenover et al., 1995). Sin embargo, el método de PFGE al utilizar 
nucleótidos selectivos en ambos iniciadores fue mejor que el método  de AFLP. En 
estudios para diferenciar cepas de Streptococcus pyogenes del grupo A se demostró 
que el método de AFLP fue superior al de PFGE (Desai et al., 1998). 
La tipificación molecular de M. tuberculosis mediante el método de RFLP-
IS6110 (Van Embden et al., 1993) así como el análisis por VNTR (Kamerbeek et al., 
1997), han demostrado un alto poder de discriminación entre las cepas de M. 
tuberculosis estudiadas, pero ambas son dependientes del número de secuencias 
repetidas de IS6110 o VNTR´s presentes en el genoma de las cepas analizadas, 
siendo esto una limitante importante (Kamberbeek et al., 1997). 
El método de AFLP ha permitido generar un análisis más informativo en 
plantas, comparado con el análisis realizado por RFLP (Hill et al., 1996; Lu et al., 
1996; Powell et al., 1996; Russell et al., 1997) o bien por RAPD (Blears et al., 1998; 
Daly, 1998; Maslow et al., 1993; Powell et al., 1996; Russell et al., 1997), logrando 
obtener una mayor información acerca de la diversidad genética (Greef et al., 1997; 
Powell et al., 1996; Sensi et al., 1996; Sharma et al., 1996; Travis et al., 1996). 
Una limitación básica del análisis por AFLP así como de otros 
procedimientos para tipificación molecular, es que el organismo bajo estudio debe 
encontrarse aislado para que el ADN obtenido a partir de él no presente patrones 
erróneos durante su tipificación. Así mismo para el AFLP se requiere de una 
cantidad muy pequeña de ADN, el cual puede ser obtenido de unas pocas colonias 
bacterianas.  
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4.10.4 Aplicación del método de AFLP 
El análisis por AFLP en genomas bacterianos ha resultado de gran apoyo en 
la epidemiología y estudios de evolución, esto gracias a los resultados obtenidos al 
combinar diferentes enzimas de restricción así como por el uso de la combinación de 
varios iniciadores de PCR y nucleótidos selectivos, los cuales han generado un 
mayor poder informativo y de discriminación (Huys et al; 1993, 1996ª, 1996b, 1996c, 
1997ª, 1997b; Janssen et al., 1996). La tipificación molecular juega un papel muy 
importante en los procesos epidemiológicos, ya que estos pueden generar un alto 
poder de discriminación y reproducibilidad. El análisis de secuencias específicas 
como los fragmentos móviles o secuencias de inserción así como mutaciones 
genómicas ha ayudado mucho a cumplir con estos requisitos.  
Se han descrito variaciones al protocolo original de AFLP, digestión del ADN 
con BamHI y BglII, ligación con un simple adaptador que ha generado patrones de 
tipificación útiles en micobacterias (Palittapongarnpim et al., 1993), y análisis de 
polimorfismos de secuencias específicas amplificadas en donde se utiliza una PCR 
con un adaptador y un oligonucleótido iniciador marcado específico para un 
retrotransposón (Ellis et al., 1998; Lu et al., 1996; Waugh et al., 1997) o para el 
elemento IS6110 de M. tuberculosis (Hass et al., 1993). También se ha descrito la 
recuperación y clonación de productos amplificados por AFLP con el fin de 
determinar su secuencia e identificar nuevos marcadores genéticos (Chalhoub et al., 
1997; Cho et al., 1996). Además, se ha descrito el análisis por AFLP de cDNA como 
una alternativa muy poderosa en el análisis sistemático de la expresión diferencial de 
genes (Bachem et al., 1996; Habu et al., 1997; Jones y Harrower, 1998; Money et 
al., 1996).  
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4.10.5 AFLP como método de genotipificación de M. tuberculosis  
Algunos autores han comparado el método convencional de AFLP y el 
método de RFLP-IS6110 empleando aislamientos de M. tuberculosis (Ahmed et al., 
2004, Goulding et al., 2000; Huys et al., 2000, Kassama et al., 2006; Krishnan et al., 
2007, Ruiz et al., 2003, Sims et al., 2002; van den Braak et al., 2004) y han hecho 
referencia sobre los avances del AFLP sobre el RFLP-IS6110. Las principales 
ventajas que han observado han sido sobre la reproducibilidad del método de AFLP, 
la menor cantidad de ADN requerido así como la facilidad técnica. Estos autores 
intentaron buscar una correlación entre los agrupamientos de los dendrogramas 
obtenidos en los dos métodos de genotipificación sin considerar un análisis mediante 
índices de similitud el cual resulta más exacto que una inspección visual de los 
dendrogramas obtenidos mediante AFLP y RFLP-IS6110. 
Recientemente, se diseñó y evaluó una simplificación del método de AFLP en 
cepas de M. tuberculsis basándose en la secuencia reportada del genoma de la cepa 
de referencia M. tuberculosis H37Rv. Con ayuda del programa computacional 
SitesFinder que predice el número de sitios de restricción de una enzima de 
restricción determinada presentes en el genoma de M. tuberculosis así como el 
número bandas que generaría un iniciadores de PCR con determinados nucleótidos 
de selección, se seleccionó una sola enzima de restricción (XhoI) y un iniciador con 
una G como nucleótido de selección ya que generaría 11 bandas en un gel de agarosa 
al 2.5% evaluado con una tinción simple con bromuro de etidio. El análisis obtenido 
por este método simplificado de AFLP de aislamientos clínicos de M. tuberculosis y 
de la cepa control mostraron patrones de bandas diferentes considerando a este 
método simplificado de AFLP como una buena opción para diferenciar aislamientos 
clínicos de M. tuberculosis (Viader-Salvadó et al., 2002). 
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5 MÉTODOS 
 
5.1 Reactivos y material biológico 
 Los reactivos utilizados en las diferentes soluciones para el aislamiento del 
ADN geonómico se adquirieron de Molecular Research Center (Cincinnati, OH, 
USA), Research Organics, (Cleveland, OH, USA), US Biological, (Massachussets, 
MA, USA). El ADN de Lambda de alta pureza utilizado en densitometría 
comparativa en BioGene US Biological, (Marblehead, MA. USA). Las enzimas de 
restricción fueron adquiridas de Chimerx (CHIMERx Milwaukee, WI), Bioline, 
(Bioline Luckenwalde, Germany),  New England Biolabs, (New England Biolabs, 
Beverly, MA). Los marcadores de peso molecular fueron adquiridos de Invitrogen 
(Invitrogen Cat. No. 15622-012) y Gibco BRL (Gibco BRL Cat. No.15611-015), la 
membrana de hibridación Hybond N+, de Amersham, (Amersham, Inglaterra). La 
purificación de la sonda se realizó utilizando un sistema de purificación Wizard Plus 
SV PCR Prep. Amersham, (Amersham, Inglaterra), marcador de masa y peso 
molecular de 100 pb Invitrogen (Cat. 10496-016). La enzima Taq DNA polimerasa 
se adquirió de Promega Corporation (Promega, Madison, WI), bromuro de etidio de 
Sigma-Aldrich Co., (St. Louis, MO) y el SYBR Gold de Invitrogen (San Diego 
California). El análisis de las bandas obtenidas se realizó utilizando el programa 
UVItec Gel Documentation system y el programa UVIMap (UVItec Limited, 
Cambridge, UK) y fueron analizadas mediante el paquete estadístico multi variado 
MVSP (Kovach Computing Services, Anglesey, UK). Se utilizó el sistema de 
marcaje de ácidos nucleicos Streptavidin Peroxidasa ECL de Amersham, 
(Amersham, Inglaterra). Los oligonucleotidos XA-1, XA-2 y el XP-G fueron 
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sintetizados libes de DMT de Bio-Synthesis, Inc., (Lewisville, TX), se disolvieron en 
agua ultra pura y fueron almacenados a -20ºC hasta su posterior uso.  
Se utilizaron un total de 52 aislamientos clínicos de M. tuberculosis del 
Estado de Tamaulipas, los cuales fueron obtenidos durante un periodo de 2 años 
(2002-2003) y proporcionados por el Laboratorio Estatal de Salud Publica en Cd. 
Victoria, Tamaulipas, México. La inactivación de las cepas así como la extracción 
del ADN se realizó en el Área de Diagnóstico Molecular del Laboratorio de 
Microbiología del Instituto Tecnológico de Ciudad Victoria. El método de AFLP 
simplificado se realizó en el Área de Diagnóstico Molecular del Laboratorio de 
Microbiología del Instituto Tecnológico de Ciudad Victoria y en el  Laboratorio No 5 
del Instituto de Biotecnología de la Facultad de Biología de la U.A.N.L. El análisis 
por RFLP IS6110 se realizó en el Laboratorio Interdisciplinario de Investigación 
Dermatológica, Servicio de Dermatología, Hospital Universitario, Monterrey, N.L. y 
en Área de Diagnóstico Molecular del Laboratorio de Microbiología del Instituto 
Tecnológico de Ciudad Victoria, Tamaulipas.  
Las muestras se seleccionaron a partir de pacientes en los que se tenía una 
alta sospecha de presentar tuberculosis pulmonar, con baciloscopía positiva y 
crecimiento en el medio de cultivo de Lowestein-Jensen. Las muestras se 
concentraron y separaron en 4 fracciones para su tinción directa por Ziehl–Neelsen, 
inoculadas en Lowestein-Jensen, así como en placas conteniendo el medio 
Middlebrook 7H10 (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) el cual 
contenía el suplemento OADC (ácido oleíco-albúmina-destroxa-catalasa) y 
adicionado con una mezcla de antibióticos PANTA (Becton, Dickinson and 
Company, Franklin Lakes, NJ) e incubadas a 37ºC por 10 días. Todos los 
aislamientos fueron obtenidos a partir de muestras de esputo, uno por paciente y 
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caracterizados mediante pruebas bioquímicas convencionales (Kent and Kubica; 
1985), la característica de resistencia se determinó mediante el método de indirecto 
de proporción. 
Se utilizó la cepa de M. tuberculosis H37Rv (ATCC27294) como cepa 
control en los análisis genéticos. 
 
5.2 Equipos 
Los equipos utilizados en el presente trabajo se mencionan a continuación: 
Termociclador (Thermo-Hybaid PCR-express), bloque-calentamiento (Lab line- 
2000), microcentrífuga mini spin plus (Eppendorf), vortex (Heidolph), bloque-
calentamiento (Fisher Scientific), sistemas de electroforesis horizontal (OWL), 
fuente de poder eléctrica para electroforesis (Labnet-Power station- 300), 
transiluminador de luz ultravioleta (UVP), baño de agua con agitador (Lab Care 
America), microcentrifuga (Eppendorf-5414C), incubadora (Lab-line- 100), 
micropipetas (Labnet Biopette, Alfapette y VWRbrand) incubadora de hibridación 
(Fisher-Biotech), placa para agitación (Corning PC420), balanza electrónica 
(Fischer), autoclave (Yamato- SM510), centrífuga (Sol-bat -C-300), contador de 
colonias (Relasa-6025), congelador – 20 (Lab-line), contador de colonias (Cisa-
23618), pHmetro (ORION-230A), refrigerador (AMERICAN), incubadora (JM 
ORTIZ), estufa de Calentamiento (Backel), campana de flujo laminar. 
El procesamiento de datos así como el análisis de imágenes digitales se 
realizó utilizando una computadora Sony Vaio PCG fx 340 (Sony), se utilizó el 
procesador de textos Microsoft Office Word 2003 (Microsoft Corporation, 2003), 
procesador de gráficos Microsoft Office Power Point 2003 (Microsoft Corporation, 
2003), y la hoja de cálculo Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft Corporation, 
    
 
2003). El análisis de datos se realizo utilizando el paquete estadístico multi variado 
MVSP (Kovach Computing Services, Anglesey, UK). 
 
5.3 Estrategia general 
Estrategia General
Aislamientos
Clínicos LESPT
RFLP IS6110
Extracción de ADN 
Kulsky y Pryce, 1996
Cuantificación
e Integridad
Digestión de 
ADN genómico 
Electroforesis en 
agarosa 
Electroforesis 
en agarosa
Southern Blot
Hibridación Sonda 
IS6110
Tinción y 
visualización 
con LUV
AFLP Xho I
PCR iniciador
específico
Ligación de 
adaptadores
Revelado
Digestión de 
ADN genómico 
con Xho I
Interpretación 
de Resultados
 
La estrategia general que se aplicó para cubrir los objetivos establecidos se 
describe en la figura 1. Primeramente se realizó la extracción del ADN geonómico a 
partir de los aislamientos clínicos de M. tuberculosis obtenidos en el Estado de 
Tamaulipas lo cual permitió establecer una genoteca que servirían para el desarrollo 
del trabajo. Apartir del ADN obtenido el cual fue cuantificado, se realizaron los 
métodos de AFLP simplificado y RFLP-IS6110 para obtener los patrones de bandas 
en cada método y en cada aislamiento clínico, los patrones de bandas obtenidos nos 
permitieron definir el poder de discriminación en cada método y los índices de 
similitud de pares de muestras obtenidos en cada caso, generando así un histograma 
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de frecuencias de índices de similitud entre pares de muestras para ambos métodos. 
El análisis de los patrones de bandas obtenidos nos permitieron agrupar a las 
muestras en grupos similares generando dos dendrogramas uno para cada método. 
Así mismo se comparó la distribución de las bandas teóricas para el AFLP y el 
RFLP-IS6110 a partir de la cepa de referencia de M. tuberculosis H37Rv lo cual nos 
permitió generar un histograma de porcentaje de frecuencias para ambos casos. 
 
5.4 Aislamiento del ADN 
A las colonias de las micobacterias obtenidas en el medio Middlebrook 7H10, 
se añadieron 3 ml de solución amortiguadora TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 
8.0) y se disgregaron con un hisopo estéril, se inactivaron térmicamente a 80ºC por 
una hora en baño de agua y se centrifugaron a 13000g por 5 mín.  Posteriormente, al 
paquete celular obtenido, se le realizó la extracción del ADN empleando el método 
de CTAB/NaCl (van Embden et al., 1993). A 500 μl de la suspensión celular se 
añadieron 50 μl de lisozima (10 mg/ml) y se incubó a 37°C por 1 hora. 
Posteriormente, se añadieron 70 μl de SDS al 10% y 5 μl de Proteinasa K (10 mg/ml) 
y se incubó a 65°C por 10 min. Posterior a la incubación, se añadieron 100 μl de 
NaCl 5 M y 100 μl de CTAB/NaCl precalentado a 65°C. Se agitó al vortex hasta 
tomar un color blanco y se incubó a 65°C por 10 min. Se añadió 1 volumen de Sevag 
(Cloroformo–Alcohol isoamilico 24:1) y se agitó al vortex durante 10 seg. Se 
centrifugó a 13000 g por 5 min y se rescató la fase acuosa, la cual se transfirió a un 
microtubo nuevo de 1.5 ml. Se añadieron 0.6 volúmenes de isopropanol para 
precipitar el ADN y se colocó a -20°C por 10 min. El microtubo se centrifugó a 
13000 g por 15 min y se eliminó el sobrenadante. El ADN obtenido se lavó 
añadiendo 1 ml de etanol al 70% frío y se agitó suavemente al vortex. Se centrifugó 
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de nuevo el tubo, se eliminó el sobrenadante, y la pastilla obtenida se dejó secar al 
aire durante 15-30 min. Posteriormente, se añadieron 40 μl de agua ultrapura para la 
disolución del ADN. 
El ADN obtenido se evaluó en su concentración, calidad e integridad 
mediante espectrofotometría y la relación 260/280, así como por densitometría 
comparativa en electroforesis en geles de agarosa al 1%, solución amortiguadora 
TBE y utilizando un sistema horizontal OWL, de 7 x 9 cm a 90 volts por 45 minutos. 
Se empleó como estándar el ADN de Lambda de alta pureza (BioGene, US 
Biological, Marblehead, MA. USA). El gel fue teñido con bromuro de etidio (2 
µg/µl) y se visualizó en un transiluminador de LUV de longitud de onda corta. La 
imagen se capturó utilizando una cámara digital y se analizó en el programa UVIMap 
(UVItec Gel Documentation, Cambridge, UK). Se estimó la concentración de ácidos 
nucleicos de cada extracción y se ajustó a 0.2 µg/µl para posteriormente almacenar 
los ADN´s a -20ºC hasta su posterior uso. 
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5.5 AFLP simplificado 
 
5.5.1 Digestión del ADN 
Se digirieron 200 ng de ADN genómico con 10 U de la enzima XhoI 
(CHIMERx Milwaukee, WI), en un volumen de reacción de 25 μl, el cual contenía 
2.5 μl de la solución amortiguadora 10X No 1 CHIMERx y agua ultra pura, y se 
incubó a 37ºC por 2 h. 
 
5.5.2 Preparación del adaptador XA 
El adaptador de doble cadena fue preparado mezclando los oligonucleótidos 
XA-1 (GTAGACTGCGTACATGCA) y XA-2 (TCGATGCATGTACGCAGT) a 
una concentración de 25 μM cada uno en una solución conteniendo 90 mM NaCl, 10 
mM Tris-HCl, y 0.1 mM EDTA (pH 8.0). La mezcla se calentó en baño de agua a 
90ºC por 5 min, se dejó enfriar lentamente a temperatura ambiente y posteriormente 
se colocó a -20ºC hasta su posterior uso en el paso de ligación. 
 
5.5.3 Ligación del adaptador a los fragmentos de restricción 
A partir del ADN digerido con XhoI, se tomaron 15 μl y se ligaron con el 
adaptador a una concentración final de 2.5 μM. La reacción de ligación contenía 1 U 
de T4 ligasa (CHIMERx Milwaukee, WI), 2.5 μl de la solución amortiguadora de 
reacción 10X (CHIMERx Milwaukee, WI) en un volumen total de 25 μl. La mezcla 
se incubó a 12ºC por 17 h y se inactivó térmicamente a 65ºC por 10 min. A cada tubo 
de ligación se añadieron 14 μl de agua ultrapura, 50 μl de acetato de amonio 7.5 M y 
300 μl de etanol al 95% (v/v), se centrifugó a 10,000 rpm por 8 min y se eliminó el 
sobrenadante. El precipitado obtenido se lavó añadiendo 250 μl de etanol al 75% 
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(v/v) y se dejó secar al aire por 10 min. Se disolvió el precipitado añadiendo 25 μl de 
una solución amortiguadora TE 0.1 (10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA pH 8) y se 
almacenó a -20ºC hasta su posterior uso. 
 
5.5.4 Reacción en cadena de la polimerasa 
La reacción de PCR se realizó en un termociclador PCR Express (Thermo 
Hybaid, Middlesex, UK), en un volumen total de reacción de 25 μl el cual contenía, 
4.2 μl de la mezcla de ligación, 2.5 μl del solución amortiguadora de PCR 10X, 1.5 
mM MgCl2, 200 μM dNTPs, 6.0 μM del iniciador XP-G 
(TGCGTACATGCATCGAGG), agua ultra pura y 2 U de Taq DNA polymerasa 
(Bioline Luckenwalde, Germany). Se empleó la técnica de PCR touchdown (Hecker 
and Roux, 1996) en un programa térmico de tres etapas: 72ºC por 2 min; 16 ciclos de 
amplificación, 94ºC por 20 s, 65ºC por 30 s, disminuyendo 1ºC en cada ciclo, y 72ºC 
por 2 min, con un paso inicial de desnaturalización de 94ºC por 2 min; y 19 ciclos de 
amplificación de 94ºC por 30 s, 50ºC por 30 s, y 72ºC por 2 min, con un paso de 
extensión final de 60ºC por 30 min. Al finalizar la PCR se tomaron 4 μl de la mezcla 
de reacción y se analizaron en electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% en solución 
amortiguadora TBE (w/v) y teñido con SYBR GOLD al 1x. Se utilizó una cámara de 
electroforesis de 9 x 10 cm (C.B.S., California, USA) y un voltaje de 100 volts 
durante 60 a 70 min. Posteriormente, el gel se visualizó en un  transiluminador de 
LUV de longitud de onda corta, la imagen se capturó utilizando una cámara digital y 
se analizó con el programa UVIMap (UVItec Gel Documentation, Cambridge, UK) 
para determinar el número de bandas y el tamaño molecular de cada banda. 
Siguiendo las recomendaciones para los ensayos de AFLP (Suazo and Hall, 1999), se 
realizaron dos controles negativos utilizando el ADN de la cepa de referencia 
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H37Rv. Los controles fueron el ADN genómico no digerido o bien agua en lugar del 
ADN blanco junto con los reactivos de la reacción de PCR en ambos casos. Estos 
controles fueron utilizados para evaluar la posible hibridación de los iniciadores al 
ADN genómico y no al adaptador XA en el primer caso, y para detectar la posible 
contaminación en los reactivos en la reacción de PCR en el segundo caso. 
 
5.5.5 Reproducibilidad del método de AFLP simplificado 
La reproducibilidad del método de AFLP simplificado se evaluó aplicándolo 
a siete extracciones de ADN de la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv. 
 
5.6 Análisis del Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricción de 
IS6110 (RFLP-IS6110) 
Los análisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción de 
IS6110 se llevaron a cabo mediante el protocolo estandarizado descrito en la 
literatura (van Embden et al., 1993; Crawford et al., 2002), digiriendo las muestras 
de ADN con la enzima de restricción PvuII y realizando una hibridación con una 
sonda quimioluminiscente del extremo derecho de la secuencia IS6110. 
 
5.6.1 Digestión del ADN, gel de agarosa y transferencia a la membrana 
Se digirieron de 3-4 μg de ADN genómico utilizando 8 U de la enzima de 
restricción PvuII (New England Biolabs, Beverly, MA) en un volumen de reacción 
de 30 μl, el cual contenía 3.0 μl de la solución amortiguadora 10X No 2 (New 
England Biolabs) y agua ultrapura, e incubando a 37ºC por 4 h en baño de agua. 
Posteriormente, al ADN digerido se añadieron 5 μl de solución amortiguadora de 
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corrida (50% glicerol, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM EDTA y 0.05% de azul de 
bromofenol).  
Se preparó un gel de agarosa al 1% en solución amortiguadora TBE 1x (89 
mM Tris, 89 mM ácido bórico y 2.5 mM EDTA), se calentó hasta disolución total en 
un horno de microondas y se agregó bromuro de etidio a una concentración final de 
0.05 μg/ml. La agarosa fundida se vació a un sistema de electroforesis de 20x25 cm 
(Horizontal Gel Electrophoresis Aparatus 20.25 Life Technologies Gibco BRL) 
perfectamente nivelado y hasta alcanzar un grosor de 8-9 mm aproximadamente. Se 
colocó el peine para 20 espacios y se dejó enfriar completamente. El gel fue colocado 
en el sistema de electroforesis el cual contenía solución amortiguadora TBE 1x. Las 
muestras digeridas y con la solución amortiguadora de corrida se colocaron en el gel. 
Se añadieron tres carriles para el marcador de tamaño molecular de ADN super 
coiled 0.25 μg/μl (Invitrogen Cat. No. 15622-012) y PhiX174-HaeIII 0.5 μg/μl 
(Gibco BRL Cat. No.15611-015) de un intervalo de 16.2 a 0.603 kpb. 
Se colocó el sistema de electroforesis a 100 Volts por10 minutos y 
posteriormente se disminuyó a 40 Volts durante toda la noche. Después de un 
corrimiento de ¾ partes del gel, éste se depositó en un recipiente de plástico de 
tamaño adecuado, y se añadieron 300 ml de la solución amortiguadora 
desnaturalizante (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) dejándolo durante 20 min a temperatura 
ambiente y en agitación suave. La solución amortiguadora se eliminó y el gel se lavó 
utilizando 300 ml de agua destilada, eliminándola posteriormente. Se añadieron 300 
ml de solución amortiguadora de neutralización (NaCl 1.5 M, Tris 0.5 M, pH 7.5) 
dejando en agitación suave durante 20 min y a temperatura ambiente. El gel se 
colocó en el sistema de transferencia por capilaridad utilizando una membrana de 
hibridación Hybond N+ (Amersham, Inglaterra) y la solución amortiguadora para 
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transferencia SSC 20X (NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3 M, pH 7.0), permitiendo la 
transferencia en el sistema durante 4 horas a temperatura ambiente. 
Terminada la transferencia, la membrana de hibridación se retiró utilizando 
guantes y se colocó en un recipiente de plástico limpio y seco, el cual contenía 80 ml 
de solución amortiguadora de neutralización SSC 2X, y se dejó actuar durante 30 
min en agitación suave. La membrana de hibridación se retiró del lavado y se dejó 
secar completamente colocándola en un pliego de papel filtro. Se anotó con lápiz los 
datos correspondientes en el extremo superior derecho y respetando la posición de 
los carriles de la transferencia. Ya seca la membrana, re realizó una unión de 
entrecruzamiento del ADN a la membrana mediante irradiación a 1200 Jouls durante 
1 min o bien se colocó en un transiluminador de LUV de longitud de onda corta 
durante 2-3 min. 
 
5.6.2 Obtención de la sonda para IS6110 
 
5.6.2.1 Síntesis de la sonda para IS6110 
La sonda para la secuencia IS6110 se sintetizó mediante PCR, la cual 
contenía 5 μl de solución amortiguadora 10x, 5 μl de MgCl2 25 mM, 5 μl de dNTPs 
2.5 mM cada uno, los iniciadores INS-1 (5'-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC) e 
INS-2 (5'-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA) a una concentración de 50 ng/μl cada 
uno, Taq DNA polimerasa (5 U/μl) 0.1 μl y agua ultra pura a un volumen final de 50 
μl. Se utilizaron 5 μl de ADN de la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv, a una 
concentración de 20 ng/μl en la reacción. 
El programa del termociclador en la reacción de PCR se realizó de la 
siguiente manera: Primer paso, desnaturalización inicial a 96ºC por 3 min; segundo 
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paso, 30 ciclos de 1 min a 96ºC, 1 min a 65ºC y 2 min a 72ºC; tercer paso, extensión 
final a 72ºC por 6 minutos. El producto amplificado obtenido de 245 pb se evaluó en 
un sistema de electroforesis en gel de agarosa al 1% en solución amortiguadora TBE 
y utilizando un marcador de tamaño molecular de 100 pb. 
 
5.6.2.2 Purificación de la sonda para IS6110 
Confirmada la amplificación del producto de PCR, se preparó un gel 
preparativo utilizando agarosa de bajo punto de fusión al 0.8% en solución 
amortiguadora TBE 1x (89 mM Tris, 89 mM ácido bórico y 2.5 mM EDTA). Se 
calentó en un horno de microondas hasta disolución total, se añadió bromuro de 
etidio a una concentración final de 0.05 μg/ml y se transfirió a un sistema de 
electroforesis de 7 x 9 cm junto con un marcador de tamaño molecular de 100 pb. Se 
corrió el sistema a 100 Volts durante 45 minutos, se recuperó el producto 
amplificado de 245 pb cortando el fragmento del gel con la banda de interés con un 
bisturí nuevo, y se colocó en un microtubo de 1.5 ml para su purificación.  
Se utilizó un sistema de purificación Wizard Plus SV PCR Preps, se 
transfirieron 300 μl (300 ng) de agarosa a un microtubo de 1.5 ml y se calentó a 70°C 
en baño de agua hasta la disolución total. Se añadió 1 ml de la resina de captura y se 
mezcló durante 20 s por inversión. Se armó la columna de purificación en una 
jeringa y se pipeteó la resina con el ADN dentro de la jeringa. Se colocó el émbolo y 
se hizo pasar el contenido por la membrana de captura. La agarosa se retiró y se 
añadieron 2 ml de isopropanol al 80%. La columna se colocó en un microtubo de 1.5 
ml, se centrifugó a 10,000 rpm por 2 min y se eliminó el isopropanol. La columna se 
colocó en un microtubo nuevo de 1.5 ml, se añadieron 50 μl de solución 
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amortiguadora TE 1x, se dejó en reposo durante 1 min, se centrifugó a 10,000 rpm 
por 20 s y se recuperó el ADN. 
La concentración del producto purificado se estimó  mediante electroforesis 
en agarosa al 0.8% en solución amortiguadora TBE, utilizando un marcador de masa 
y tamaño molecular de 100 pb (Invitrogen Cat. 10496-016) y se ajustó a 100 ng/μl. 
 
5.6.3 Marcaje de las sondas para IS6110 y marcador de tamaño molecular 
Se colocaron 50 μl de la sonda para IS6110 purificada (entre 600-800 ng) en 
un micro tubo de 1.5 ml, y en otro micro tubo de 1.5 ml se agregó la sonda que se 
utilizó para el marcador de tamaño molecular super coiled 0.25 μg/μl (Invitrogen 
Cat. No. 15622-012) y PhiX174-HaeIII 0.5 μg/μl (Gibco BRL Cat. No.15611-015). 
Ambos microtubos se colocaron en baño de agua a 97°C durante 5 min y se pasaron 
inmediatamente a hielo durante 5 min. Los microtubos se centrifugaron durante 30 s, 
se agregaron a cada uno 50 μl del reactivo de marcaje de peroxidasa y 50 μl de 
glutaraldehído, se mezclaron muy bien, se centrifugaron por 30 s y se incubaron a 
37°C por 15 min. Ambas sondas marcadas se vaciaron en un tubo Falcon de 15 ml 
conteniendo 1 ml de la solución amortiguadora de hibridación. 
 
5.6.4 Revelado de la membrana 
La membrana de hibridación se colocó sobre una malla de tela limpia, ambas 
se enrollaron y fueron depositadas dentro del tubo de hibridación conteniendo 80 ml 
de la solución amortiguadora SSC 2X para su adherencia. Se retiró la totalidad de la 
solución amortiguadora y se añadieron 10 ml de solución amortiguadora de 
hibridación precalentada a 42°C durante 1 hora y conteniendo las sondas de 
hibridación marcadas. Se dejó incubar durante toda la noche en el horno de 
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hibridación a 42°C y en rotación constante. Al día siguiente, se retiró la solución 
amortiguadora de hibridación conteniendo las sondas, se colocó en un tubo Falcon de 
15 ml y se almacenó a -20°C. Al tubo de hibridación conteniendo la membrana de 
hibridación se le realizaron 2 lavados de 10 min cada uno utilizando 80 ml de 
solución amortiguadora de lavado primario (25 ml de SSC 20X más 4 g de SDS y 
aforado a 1 l con agua destilada), precalentado a 55°C. Se recuperó la membrana de 
hibridación junto con la malla, se lavó 2 veces con solución amortiguadora de lavado 
secundario (100 ml de solución amortiguadora SSC 20X más 900 ml de agua 
destilada) por 5 min cada uno y se eliminó el exceso de solución amortiguadora. 
En un recipiente limpio y seco se agregó la membrana de hibridación junto 
con 10 ml del reactivo de detección 1 y 10 ml del reactivo de detección 2, 
cubriéndola completamente y dejando actuar por 2 min. La membrana se secó 
perfectamente con un papel de filtro y se envolvió en papel plastificado. 
Inmediatamente y bajo obscuridad total, se colocó la membrana en un cassete de 
radiografía junto con una placa de auto radiografía dejándola en exposición durante 5 
minutos, pasado el tiempo se realizó el revelado. 
 
5.7 Análisis de aislamientos clínicos de M. tuberculosis mediante el método de 
AFLP simplificado y RFLP-IS6110 
Validados ambos métodos de tipificación, éstos fueron aplicados a 52 
muestras de ADN genómico obtenido a partir de aislamientos clínicos de M. 
tuberculosis del Estado de Tamaulipas. 
 
 
 
    
 
5.8 Análisis numérico para la comparación de los métodos de genotipificación 
Se empleó el índice de Hunter-Gaston (Hunter y Gaston, 1998) para evaluar 
el poder de discriminación entre ambos métodos de genotipificación. Este índice se 
calcula con la siguiente ecuación: 
∑
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11  
Donde N es el número total de cepas en la población muestra, s es el número total de 
tipos descritos y nj es el número total de cepas relacionadas al tipo j. Se compararon 
los pares de patrones de bandas obtenidos por los métodos de AFLP ó RFLP-IS6110 
para localizar bandas coincidentes con una desviación de ± 5.0 ó 2.5% de su tamaño 
molecular, respectivamente. Los patrones de bandas obtenidos para AFLP y RFLP 
fueron manualmente capturados como datos binarios en donde la presencia de banda 
fue indicada como 1 y la ausencia como 0 y expresados como un vector de 24 y 32 
dimensiones que corresponden al número total de bandas diferentes obtenidas en 
cada prueba.  
 
5.9 Índices de similitud de los dos métodos de genotipificación 
Para los dos métodos de genotificación, se calcularon los índices de similitud 
de todas las posibles combinaciones de pares de muestras, aislamientos de M. 
tuberculosis (1326 pares), mediante el índice de similitud de Jaccard entre dos 
vectores con la información binaria del patrón de bandas de cada muestra. El índice 
de Jaccard se calculó mediante la relación entre el número de bandas coincidentes en 
las dos muestras y la suma del número de bandas no coincidentes en una muestra, 
más el número de bandas no coincidentes en la otra muestra, más el número de 
bandas coincidentes en ambas muestras. 
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Se comparó la frecuencia de índices de similitud de ambos métodos de 
genotipificación y los valores de los índices de similitud de uno de los métodos con 
el correspondiente del otro método mediante un gráfico con escalas continuas en 
ambos ejes.  
 
5.10 Análisis de agrupamiento de muestras 
Se realizó un análisis de agrupamiento de muestras (cluster analysis) 
empleando una matriz de similitud con los índices de similitud de Jaccard de pares 
de muestras, el programa Multi-Variate Statistical Package (Kovach Computing 
Services, An glesey, UK) y el método de agrupación de pares no ponderados con 
media aritmética (UPGMA) (Sneath et al., 1973). El resultado del análisis de 
agrupamiento de muestras se expresó en forma de dendrograma. Se consideraron 
muestras en el mismo grupo (cluster) las que tuvieron entre sí un índice de Jaccard 
superior a 0.3.  
 
5.11 Grupos de muestras, información de los pacientes y susceptibilidad a 
drogas antituberculosas 
Con el fin de correlacionar los grupos de muestras de los dos métodos de 
genotificación con la información de los pacientes (procedencia, edad y sexo) y la 
susceptibilidad o resistencia a drogas antituberculosas, se llevó a cabo un análisis 
estadístico descriptivo de cada una de las variables anteriores en los diversos grupos 
de muestras. 
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5.12 Distribución de bandas teóricas de AFLP y RFLP-IS6110 en el genoma de 
M. tuberculosis H37Rv 
Para evaluar y comparar la distribución de bandas teóricas de AFLP y RFLP-
IS6110 en el genoma de M. tuberculosis H37Rv, se realizaron dos histogramas de 
porcentaje de frecuencias de la secuencia de inserción IS6110 y frecuencias de los 
fragmentos teóricos de tamaño molecular entre 100 y 1500 pb obtenidos mediante 
AFLP utilizando la enzima XhoI, el adaptador XA y el iniciador XP-G, ambos 
respecto a la ubicación dentro del genoma de M. tuberculosis H37Rv. El primer 
histograma fue obtenido del mapa geonómico de la cepa de referencia M. 
tuberculosis H37Rv descrito en la literatura (Philipp et al., 1996) que indica las 
posiciones de las secuencias IS6110 en el genoma de M. tuberculosis H37Rv. El 
segundo histograma se obtuvo utilizando un simulador para AFLP (Bikandi et al., 
2004) que se encuentra disponible en internet (http://insilico.ehu.es/AFLP). 
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6. RESULTADOS 
 
6.1 Banco de ADN de aislamientos clínicos de M. tuberculosis del Estado de 
Tamaulipas 
De los 52 aislamientos clínicos de M. tuberculosis, 28 (53.85%) pertenecieron 
a pacientes del género femenino y 24 (46.15%) al masculino. Las edades de los 
pacientes fluctuaron entre 17 a 89 años, estando distribuidas de la siguiente manera: 
entre 10-20 años el 5.76%, de 21-30 años el 28.84%, de 31-40 años 17.30%, de 41-
50 años 19.23% y mayores de 50 años el 28.84%.  
La procedencia de las muestras se distribuyó de la siguiente manera: Cd. 
Victoria 77%, Cd. Mante 12%, Madero 3.8%, Reynosa 3.8%, Llera 1.9% y 
Matamoros 1.9%. 
La resistencia o susceptibilidad a drogas se distribuyó de la siguiente manera: 
resistencia a estreptomicina 1 (1.96%), resistencia a estreptomicina e isoniacida 2 
(3.92%), resistencia a isoniacida y rifampicina 1 (1.96%), resistencia a 
estreptomicina, isoniacida y rifampicina 1 (1.96%), resistencia a estreptomicina, 
isoniacida, rifampicina, etambutanol y pirazinamida 3 (5.88%), y susceptibles 44 
(84.61%). 
Se estableció un banco de ADN a partir de los 52 aislamientos clínicos de M. 
tuberculosis. En la figura 2 se muestra el análisis de integridad de 24 muestras de 
ADN, realizado en geles de agarosa al 0.8% en solución amortiguadora TBE. Los 
carriles 15 y 17 mostraron claramente una buena integridad del ADN comparado con 
los carriles 1, 2, 5, 7-14, 16, 18-24 que presentaron un barrido parcial o total en los 
carriles 3, 4 y 6. Las posteriores reextracciones de todos los cultivos permitieron 
obtener una buena integridad y calidad del ADN. Una buena integridad del ADN 
    
 
estuvo indicada por la presencia de ADN de alto peso molecular el cual es el 
adecuado para realizar los ensayos de RFLP. Las concentraciones de los ADN’s 
geonómicos obtenidos de las diferentes muestras y evaluadas por espectrofotometría 
estuvieron entre 6 a 9 μg/μL, con una relación de pureza de 260/280 entre 1.7 a 1.9. 
 
 
Figura 2.- Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en solución amortiguadora TBE, 
de los ADN’s geonómicos obtenidos a partir de aislamientos clínicos de M. 
tuberculosis mediante el protocolo de CTAB-NaCl. Se observa una buena integridad 
del ADN al presentarse una banda bien definida, en los carriles 15 y 17, los carriles 
1, 2, 5, 7-14, 16, 18-24 presentaron un barrido parcial y los carriles 3, 4 y 6 un 
barrido total. 
 
6.2 Implementación de los métodos de AFLP simplificado y RFLP-IS6110 
Como primer paso en las reacciones de AFLP se seleccionó la enzima de 
restricción XhoI para realizar el corte del AND genómico, esto considerando que 
dentro de la secuencia IS6110 (GenBank No. X17348) se presenta este sitio de corte. 
Una idea similar fue la base en la implementación del método de genotipificación 
RFLP-IS6110 en M. tuberculosis, al utilizar la enzima PvuII, donde la secuencia 
IS6110 presenta un sitio de restricción para esta enzima. 
En los ensayos de AFLP se emplearon los oligonucleótidos XA-1 y XA-2 
para generar el adaptador sintético XA que presenta un extremo cohesivo al 
fragmento generado por XhoI y un extremo complementario al oligonucleótido XP-G 
empleado como único iniciador en la PCR, el cual tiene una G adicional en su 
extremo 3’. En un trabajo anterior, el programa SitesFinder permitió predecir la 
presencia de 11 posibles bandas de AFLP para la secuencia de ADN de la cepa de 
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referencia M. tuberculosis H37Rv resueltas bajo las condiciones de una electroforesis 
en gel de agarosa al 2.5% y de 7.0 x 9.5 cm de longitud. El análisis de 
reproducibilidad para el método de AFLP simplificado se realizó utilizando ADN 
geonómico de la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv, a partir de siete 
diferentes extracciones y siete diferentes cultivos. En la figura 3 se muestran los 
resultados obtenidos mediante el método de AFLP simplificado para tres ensayos. En 
todos los ensayos se obtuvieron 11 bandas de diferentes tamaños, donde 10 de ellas 
coincidieron con el patrón teórico obtenido con el programa computacional 
SitesFinder, y cuyos tamaños moleculares se muestran en la tabla I. 
 
 
Figura 3.- Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en solución amortiguadora TBE, 
de tres ensayos de AFLP utilizando ADN genómico de la cepa de referencia de M. 
tuberculosis H37Rv. M: Marcador de tamaño molecular (Hyperladder IV); carriles 1-
3: Productos amplificados mediante el método de AFLP simplificado. Tinción con 
SYBR GOLD y visualización con luz UV. 
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TABLA I 
Valores del tamaño molecular en pares de bases de las bandas obtenidas por AFLP a 
partir de diferentes extractos de ADN de la cepa de referencia M. tuberculosis 
H37Rv. Se muestra el tamaño molecular promedio obtenido en los ensayos y el 
tamaño molecular teórico según el programa computacional SitesFinder. 
*Realizado con el programa SitesFinder. 
No. de 
Banda 
1er. 
AFLP 
(pb) 
2do. 
AFLP 
(pb) 
3er. 
AFLP
(pb) 
4o. 
AFLP
(pb) 
5o. 
AFLP
(pb) 
6o. 
AFLP
(pb) 
7o. 
AFLP
(pb) 
Promedio 
(pb) 
Teórico*
(pb) 
1         1273 
2 1010 1000 1000 1010 1000 1000 1010 1004 1041 
3 814 814 814 814 814 814 814 814 879 
4 747 747 695 747 747 695 747 732 721 
5 525 525 521 525 525 521 525 524 591 
6 450 450 450 450 450 450 450 450 471 
7 388 388 388 388 388 388 388 388 382 
8 356 356 354 356 356 354 356 355  
9 302 302 310 302 302 310 302 304 332 
10 286 286 286 286 286 286 286 286 265 
11 250 259 257 250 259 257 250 255 226 
12 194 194 199 194 194 199 194 195 187 
 
Los patrones de bandas obtenidos con el método de AFLP simplificado 
también fueron reproducibles al utilizar ADN de tres aislamientos clínicos de cepas 
de Pseudomonas aeruginosa y de Escherichia coli. En la figura 4 se muestran los 
productos amplificados obtenidos mediante AFLP y donde se presentaron 4 (387, 
289, 242 y 120 pb) y 6 (483, 403, 415, 271, 225 y 163 pb) bandas, respectivamente. 
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Figura 4.- Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en solución amortiguadora TBE 
de tres ensayos de AFLP obtenidos a partir del ADN de muestras de aislamientos 
clínicos de P. aeruginosa y E. coli. M: Marcador de tamaño molecular (Hyperladder 
IV); Carriles 1-3: AFLPs de Pseudomonas aeruginosa; Carriles 4-6: AFLP´s de 
Escerechia coli. Tinción con SYBR GOLD y visualizado con luz UV. 
 
Para el método de tipificación molecular mediante RFLP-IS6110 de la cepa 
de referencia M. tuberculosis H37Rv, se realizó un ensayo en donde se obtuvieron 16 
bandas con un tamaño molecular entre 0.9 a 5.0 kpb que corresponden a las bandas 
esperadas para esta cepa. 
 
6.3 AFLP simplificado y RFLP-IS6110 de aislamientos clínicos de M. 
tuberculosis del Estado de Tamaulipas 
Posterior a la evaluación y confirmación de la reproducibilidad del método de 
AFLP simplificado y el método de RFLP-IS6110, se realizó el análisis de las 52 
muestras de aislamientos clínicos de M. tuberculosis. En la figura 5 se muestra un gel 
de agarosa al 2.5% de los productos amplificados obtenidos mediante el método de 
AFLP simplificado. Dicho análisis mostró un total de 24 bandas diferentes, de 
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tamaños moleculares entre 1537 y 122 pb mostrados en la tabla II, presentándose 
como mínimo 2 y un máximo de 13 bandas para una muestra determinada. Los 
vectores binarios de 24 dimensiones que describen el patrón de bandas de cada 
muestra analizada obtenidos mediante AFLP simplificado se presentan en la tabla II, 
en donde además se indica el número de cepa en forma ascendente, el número de 
identificación y tamaño de cada banda, el número de bandas encontrado para cada 
cepa y la frecuencia de aparición de cada banda en el global de las muestras 
analizadas. Las bandas que se presentaron con mayor frecuencia fueron las bandas 13 
y 15 con un 50% y un tamaño molecular de 453 y 370 pb, seguido de la banda 17 
con un 48% de frecuencia y un tamaño molecular de 300 pb. 
 
Figura 5.- Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en solución amortiguadora TBE 
de 30 ensayos de AFLP obtenidos a partir del ADN de muestras de aislamientos 
clínicos de M. tuberculosis. M: Marcador de tamaño molecular (Hiperladder IV), 
Carriles 1-30: AFLPs de M. tuberculosis. Tinción con SYBR GOLD y visualizado 
con Luz UV.  
1000
700
600
500
400
300
200
100
pb 
1000 
800 
700 
600 
500 
400 
300 
200 
100 
pb
800
M   1    2    3     4    5    6    7    8    9    10  11  12  13 14  M  M 15 16  17 18 19 20 21 22 23 24 25  26 27 28 29 30 M 
M  1    2    3     4    5    6    7    8    9  10   11  12  13  14  M   M 15 16  17 18 19 20  21 22 23 24  25 26 27 28 29 30 M  
    
 
TABLA II 
Vectores binarios de 24 dimensiones que describen el patrón de bandas obtenido para las 52 muestras analizadas mediante el método de 
AFLP simplificado. Se indica además el número de cepa en forma ascendente, el número de bandas diferentes, el tamaño en pares de 
bases, así como el número de bandas encontrado para cada cepa y la frecuencia de las bandas obtenidas. 
Numero de 
identificacion 
de banda
Tamaño (pb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 Frecuencia (%)
1 1537 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.9
2 1105 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 23.1
3 1049 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 13.5
4 967 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3.8
5 858 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 11.5
6 808 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 42.3
7 765 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 23.1
8 715 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 40.4
9 655 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1.9
10 569 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9.6
11 550 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 40.4
12 522 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 38.5
13 453 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1 50.0
14 400 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 42.3
15 370 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 50.0
16 350 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 40.4
17 300 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 48.1
18 275 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 36.5
19 250 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 26.9
20 200 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 40.4
21 185 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 30.8
22 160 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 42.3
23 140 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 7.7
24 122 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 9.6
Número de 
bandas 6 11 6 7 13 7 11 7 6 11 5 7 3 6 5 9 9 6 8 6 6 6 3 5 4 5 2 5 4 2 6 7 3 9 7 5 8 5 4 6 7 6 10 7 10 10 6 9 10 7 8 10
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En la figura 6 se muestra la tipificación molecular obtenida para la detección 
de IS6110 a partir del ADN de 15 muestras de aislamientos clínicos de M. 
tuberculosis. El análisis por RFLP para las 52 muestras de aislamientos clínicos de 
M. tuberculosis mostró un total de 32 bandas diferentes con un tamaño molecular 
comprendido entre 12.14 y 1.06 kpb. Se observó la presencia como mínimo de 3 
bandas y como máximo de 15. El número de bandas que se presentaron con mayor 
frecuencia fue de 7 y 9 bandas, en 9 de las cepas; el tamaño molecular de las bandas 
que se presentaron con mayor frecuencia fue de 2.97 y 2.9 kpb en un 65% de los 
casos, tabla III. Los vectores binarios de 32 dimensiones que describen el patrón de 
bandas de cada muestra analizada obtenidos mediante RFLP se muestra en la tabla 
III, en donde además se indica el número de cepa en forma ascendente, el número de 
identificación y tamaño de cada banda, el número de bandas encontrado para cada 
cepa y la frecuencia de aparición de cada banda en el global de las muestras 
analizadas. La banda que se presentó con mayor frecuencia fue la número 18 con un 
69.2 % y un tamaño molecular de 2.97 kpb seguido de la banda número 19 con un 
tamaño molecular de 2.9 kpb. 
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Figura 6.- Tipificación molecular obtenida a partir del ADN de muestras de 
aislamientos clínicos de M. tuberculosis. M: Marcador de tamaño molecular de 1 
kpb; Carriles 1-15, RFLP’s de aislamientos clínicos de M. tuberculosis.  
 
 
 
 
 
    
 
TABLA III 
Vectores binarios de 32 dimensiones que describen el patrón de bandas obtenido para las 52 muestras analizadas mediante el método de 
RFLP. Se indica además el número de cepa en forma ascendente, el número de bandas diferentes, el tamaño en kilo pares de bases así 
como el número de bandas encontrado para cada cepa y la frecuencia de las bandas obtenidas. 
 
Numero de 
identificacion 
de banda
Tamaño (pb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 Frecuencia (%)
1 12.14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.9
2 9.529 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.9
3 7.566 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.9
4 7.04 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1.9
5 6.806 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.9
6 6.213 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.9
7 6.03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.9
8 5.8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.8
9 5.59 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 21.2
10 5.349 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19.2
11 4.9 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 26.9
12 4.57 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 32.7
13 4.31 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 32.7
14 4.16 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 51.9
15 3.72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 19.2
16 3.37 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 17.3
17 3.2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 23.1
18 2.97 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 69.2
19 2.9 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 67.3
20 2.8 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 34.6
21 2.7 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 51.9
22 2.5 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 44.2
23 2.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 13.5
24 2.14 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21.2
25 2.07 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 23.1
26 1.7 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 34.6
27 1.4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 32.7
28 1.35 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 38.5
29 1.25 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 42.3
30 1.15 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 28.8
31 1.08 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 21.2
32 1.06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 5.8
Número de 
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6.4 Poder de discriminación de muestras y tipos de patrones de AFLP y RFLP 
Todas las muestras analizadas mostraron un patrón diferente entre sí tanto por 
AFLP como por RFLP, por lo tanto en ambos métodos de genotipificación se 
obtuvieron 52 patrones de bandas diferentes con un índice de discriminación de 
muestras del 100%. 
 
6.5 Índices de similitud de pares de muestras obtenidos a partir de los patrones 
de AFLP y RFLP-IS6110 
Las tablas IV y V muestran la matriz de índices de similitud del coeficiente 
de Jaccard entre pares de muestras a partir de los patrones de genotipificación 
obtenidos mediante el método de AFLP simplificado y de RFLP para IS6110 en los 
52 aislamientos clínicos de M. tuberculosis. La figura 7 muestra un histograma de 
frecuencias de los índices de similitud obtenidos para ambos métodos de 
genotipificación. Se calcularon un total de 1326 índices de similitud de pares de 
muestras mediante el método de AFLP y el mismo número de índices de similitud de 
pares de muestras mediante el método de RFLP-IS6110. Ambos métodos de 
genotipificación presentaron un patrón de distribución de frecuencias de índices de 
similitud semejante. El 45 y 44% de los índices de similitud de AFLP y RFLP-
IS6110, respectivamente, fueron menores de 0.2. En el intervalo de 0.21 a 0.80 se 
encontraron el 55 y 56% de los índices de similitud de AFLP y RFLP-IS6110, 
respectivamente, indicando así que las cepas resultaron ser muy diferentes entre sí. 
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Tabla IV 
Matriz de similitud con índices de Jaccard entre pares de muestras obtenidos a partir de los patrones de genotipificación mediante el 
método de AFLP simplificado en 52 aislamientos clínicos de M. tuberculosis. 
 
cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52
1 1.00
2 0.31 1.00
3 0.20 0.21 1.00
4 0.44 0.38 0.08 1.00
5 0.19 0.71 0.36 0.25 1.00
6 0.08 0.20 0.18 0.00 0.33 1.00
7 0.21 0.57 0.42 0.20 0.71 0.29 1.00
8 0.18 0.64 0.30 0.27 0.54 0.17 0.50 1.00
9 0.71 0.31 0.20 0.63 0.19 0.00 0.31 0.18 1.00
10 0.21 0.57 0.21 0.20 0.60 0.38 0.47 0.50 0.13 1.00
11 0.10 0.23 0.22 0.09 0.29 0.09 0.14 0.09 0.10 0.07 1.00
12 0.30 0.50 0.44 0.17 0.54 0.17 0.38 0.40 0.18 0.38 0.33 1.00
13 0.13 0.08 0.13 0.11 0.14 0.00 0.08 0.11 0.13 0.08 0.33 0.25 1.00
14 0.20 0.21 0.20 0.18 0.27 0.08 0.31 0.18 0.33 0.13 0.38 0.18 0.50 1.00
15 0.22 0.14 0.10 0.09 0.20 0.20 0.07 0.09 0.10 0.14 0.43 0.33 0.60 0.38 1.00
16 0.25 0.25 0.15 0.23 0.29 0.00 0.33 0.14 0.36 0.18 0.27 0.23 0.33 0.50 0.27 1.00
17 0.36 0.33 0.50 0.23 0.38 0.14 0.33 0.23 0.36 0.18 0.56 0.45 0.20 0.36 0.27 0.38 1.00
18 0.09 0.21 0.33 0.00 0.27 0.44 0.42 0.18 0.09 0.42 0.00 0.18 0.00 0.20 0.00 0.15 0.15 1.00
19 0.17 0.46 0.27 0.07 0.50 0.36 0.58 0.25 0.17 0.46 0.18 0.25 0.00 0.27 0.08 0.31 0.31 0.56 1.00
20 0.09 0.42 0.20 0.00 0.46 0.44 0.42 0.30 0.00 0.55 0.10 0.30 0.00 0.09 0.10 0.15 0.15 0.50 0.75 1.00
21 0.00 0.21 0.33 0.00 0.36 0.44 0.31 0.18 0.00 0.42 0.10 0.30 0.13 0.20 0.10 0.15 0.15 0.71 0.40 0.50 1.00
22 0.09 0.42 0.20 0.18 0.46 0.44 0.31 0.30 0.09 0.42 0.22 0.18 0.00 0.20 0.10 0.07 0.25 0.33 0.56 0.50 0.33 1.00
23 0.13 0.08 0.50 0.00 0.14 0.25 0.27 0.11 0.13 0.17 0.00 0.11 0.00 0.13 0.00 0.09 0.20 0.50 0.38 0.29 0.29 0.29 1.00
24 0.57 0.23 0.38 0.20 0.20 0.20 0.23 0.20 0.38 0.23 0.11 0.33 0.00 0.10 0.11 0.17 0.56 0.22 0.30 0.22 0.10 0.22 0.33 1.00
25 0.11 0.15 0.43 0.10 0.21 0.22 0.36 0.10 0.25 0.15 0.13 0.10 0.00 0.25 0.00 0.18 0.30 0.43 0.50 0.25 0.25 0.43 0.75 0.29 1.00
26 0.57 0.33 0.00 0.50 0.20 0.09 0.14 0.09 0.57 0.14 0.25 0.20 0.14 0.22 0.25 0.27 0.27 0.00 0.18 0.10 0.00 0.22 0.00 0.25 0.13 1.00
27 0.14 0.18 0.14 0.00 0.15 0.13 0.08 0.13 0.00 0.08 0.40 0.29 0.00 0.00 0.17 0.00 0.22 0.00 0.11 0.14 0.00 0.14 0.00 0.17 0.00 0.17 1.00
28 0.22 0.23 0.10 0.20 0.20 0.09 0.23 0.20 0.22 0.23 0.00 0.09 0.14 0.10 0.11 0.17 0.00 0.10 0.18 0.22 0.10 0.10 0.14 0.00 0.13 0.25 0.00 1.00
29 0.11 0.15 0.11 0.10 0.13 0.22 0.15 0.22 0.11 0.25 0.13 0.10 0.17 0.25 0.13 0.08 0.18 0.25 0.09 0.11 0.25 0.11 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00
30 0.00 0.08 0.14 0.13 0.15 0.00 0.08 0.00 0.14 0.00 0.40 0.13 0.25 0.33 0.17 0.22 0.22 0.00 0.11 0.00 0.14 0.14 0.00 0.00 0.20 0.17 0.00 0.00 0.00 1.00
31 0.09 0.31 0.20 0.08 0.36 0.08 0.31 0.44 0.09 0.21 0.38 0.30 0.50 0.50 0.38 0.36 0.25 0.09 0.17 0.20 0.20 0.09 0.00 0.00 0.00 0.10 0.14 0.22 0.25 0.14 1.00
32 0.18 0.20 0.44 0.08 0.33 0.17 0.38 0.27 0.18 0.29 0.20 0.17 0.25 0.44 0.20 0.33 0.33 0.30 0.36 0.30 0.30 0.18 0.25 0.20 0.22 0.00 0.00 0.20 0.38 0.13 0.44 1.00
33 0.00 0.00 0.29 0.00 0.14 0.11 0.08 0.00 0.00 0.08 0.33 0.11 0.50 0.29 0.33 0.20 0.20 0.13 0.10 0.13 0.29 0.13 0.20 0.00 0.17 0.00 0.00 0.14 0.17 0.25 0.29 0.43 1.00
34 0.25 0.25 0.36 0.14 0.38 0.23 0.25 0.23 0.15 0.33 0.27 0.23 0.20 0.25 0.40 0.29 0.38 0.15 0.31 0.25 0.15 0.25 0.20 0.27 0.18 0.08 0.10 0.17 0.18 0.10 0.25 0.60 0.33 1.00
35 0.18 0.20 0.30 0.08 0.33 0.27 0.20 0.17 0.08 0.29 0.33 0.27 0.25 0.18 0.50 0.23 0.33 0.08 0.25 0.30 0.18 0.18 0.11 0.20 0.10 0.09 0.13 0.20 0.22 0.13 0.30 0.56 0.43 0.78 1.00
36 0.10 0.23 0.38 0.09 0.38 0.20 0.33 0.33 0.10 0.33 0.11 0.20 0.14 0.22 0.11 0.17 0.17 0.22 0.30 0.38 0.38 0.22 0.14 0.11 0.13 0.00 0.00 0.25 0.29 0.17 0.38 0.71 0.33 0.40 0.50 1.00
37 0.27 0.36 0.08 0.25 0.40 0.15 0.27 0.25 0.27 0.27 0.44 0.25 0.38 0.56 0.44 0.55 0.42 0.08 0.33 0.27 0.17 0.27 0.00 0.18 0.09 0.44 0.11 0.18 0.20 0.25 0.56 0.36 0.22 0.31 0.36 0.30 1.00
38 0.22 0.33 0.38 0.20 0.29 0.00 0.45 0.20 0.38 0.14 0.25 0.33 0.00 0.22 0.00 0.27 0.40 0.22 0.30 0.10 0.10 0.10 0.14 0.25 0.29 0.11 0.17 0.00 0.13 0.17 0.10 0.20 0.00 0.17 0.09 0.11 0.08 1.00
39 0.11 0.25 0.11 0.10 0.21 0.00 0.25 0.38 0.11 0.15 0.29 0.22 0.40 0.25 0.29 0.30 0.18 0.00 0.09 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.13 0.20 0.29 0.14 0.00 0.67 0.22 0.17 0.18 0.22 0.13 0.33 0.13 1.00
40 0.33 0.42 0.09 0.30 0.36 0.18 0.31 0.18 0.33 0.13 0.38 0.30 0.13 0.20 0.22 0.15 0.25 0.00 0.17 0.09 0.00 0.20 0.00 0.10 0.11 0.57 0.33 0.22 0.00 0.14 0.20 0.00 0.00 0.07 0.08 0.00 0.27 0.22 0.25 1.00
41 0.18 0.38 0.08 0.17 0.33 0.17 0.29 0.17 0.18 0.13 0.50 0.17 0.11 0.18 0.20 0.23 0.33 0.00 0.25 0.18 0.00 0.18 0.00 0.09 0.10 0.33 0.29 0.20 0.10 0.13 0.30 0.17 0.11 0.23 0.27 0.09 0.36 0.20 0.38 0.63 1.00
42 0.33 0.13 0.20 0.30 0.12 0.08 0.13 0.08 0.33 0.13 0.10 0.00 0.13 0.20 0.10 0.25 0.25 0.20 0.17 0.09 0.09 0.20 0.29 0.22 0.25 0.22 0.00 0.22 0.11 0.00 0.09 0.30 0.29 0.36 0.18 0.10 0.17 0.10 0.11 0.09 0.18 1.00
43 0.14 0.31 0.14 0.06 0.35 0.31 0.40 0.13 0.14 0.17 0.36 0.21 0.08 0.33 0.25 0.27 0.36 0.23 0.38 0.23 0.14 0.23 0.08 0.15 0.17 0.15 0.20 0.07 0.17 0.09 0.23 0.21 0.08 0.27 0.21 0.07 0.29 0.36 0.17 0.33 0.42 0.14 1.00
44 0.00 0.38 0.08 0.17 0.33 0.08 0.29 0.27 0.08 0.20 0.33 0.17 0.11 0.30 0.09 0.23 0.23 0.18 0.25 0.18 0.18 0.30 0.00 0.00 0.10 0.09 0.13 0.09 0.22 0.13 0.30 0.17 0.11 0.14 0.08 0.09 0.25 0.33 0.22 0.18 0.27 0.18 0.55 1.00
45 0.23 0.31 0.23 0.13 0.28 0.21 0.31 0.06 0.23 0.17 0.25 0.21 0.00 0.14 0.15 0.27 0.27 0.23 0.38 0.23 0.14 0.23 0.18 0.15 0.27 0.25 0.20 0.25 0.00 0.09 0.07 0.13 0.08 0.27 0.21 0.07 0.13 0.36 0.08 0.33 0.31 0.23 0.54 0.31 1.00
46 0.23 0.62 0.07 0.31 0.44 0.13 0.31 0.42 0.23 0.31 0.36 0.21 0.18 0.33 0.25 0.27 0.27 0.07 0.29 0.23 0.07 0.33 0.00 0.07 0.08 0.36 0.20 0.36 0.17 0.09 0.45 0.21 0.08 0.27 0.21 0.15 0.50 0.15 0.40 0.45 0.55 0.23 0.43 0.55 0.33 1.00
47 0.50 0.21 0.33 0.30 0.36 0.18 0.21 0.18 0.33 0.31 0.22 0.44 0.29 0.20 0.38 0.25 0.36 0.09 0.17 0.20 0.20 0.20 0.13 0.38 0.11 0.38 0.14 0.22 0.11 0.14 0.20 0.30 0.29 0.36 0.44 0.38 0.40 0.10 0.11 0.20 0.08 0.20 0.07 0.00 0.14 0.14 1.00
48 0.25 0.54 0.15 0.45 0.47 0.00 0.33 0.33 0.36 0.25 0.27 0.33 0.20 0.25 0.17 0.50 0.29 0.07 0.21 0.15 0.15 0.15 0.00 0.08 0.08 0.40 0.10 0.27 0.00 0.22 0.36 0.14 0.09 0.20 0.14 0.17 0.42 0.27 0.30 0.36 0.33 0.25 0.19 0.33 0.27 0.46 0.25 1.00
49 0.33 0.50 0.14 0.31 0.35 0.13 0.31 0.31 0.33 0.24 0.36 0.31 0.18 0.23 0.25 0.46 0.46 0.07 0.29 0.23 0.07 0.23 0.08 0.25 0.17 0.50 0.20 0.25 0.08 0.09 0.33 0.13 0.08 0.19 0.21 0.07 0.50 0.15 0.40 0.45 0.55 0.23 0.25 0.21 0.33 0.54 0.23 0.46 1.00
50 0.18 0.20 0.44 0.17 0.25 0.08 0.29 0.17 0.30 0.13 0.33 0.27 0.25 0.44 0.20 0.45 0.60 0.18 0.25 0.08 0.18 0.18 0.25 0.33 0.38 0.09 0.00 0.00 0.22 0.29 0.18 0.40 0.25 0.33 0.27 0.20 0.25 0.33 0.10 0.08 0.17 0.18 0.21 0.17 0.21 0.13 0.18 0.14 0.31 1.00
51 0.17 0.46 0.17 0.25 0.50 0.15 0.46 0.67 0.17 0.36 0.18 0.25 0.22 0.27 0.18 0.21 0.21 0.08 0.14 0.17 0.08 0.17 0.00 0.08 0.00 0.08 0.11 0.18 0.33 0.00 0.56 0.36 0.10 0.31 0.25 0.30 0.33 0.18 0.50 0.27 0.36 0.17 0.29 0.36 0.06 0.50 0.17 0.31 0.29 0.15 1.00
52 0.45 0.50 0.14 0.31 0.35 0.13 0.40 0.21 0.45 0.40 0.15 0.31 0.08 0.33 0.15 0.27 0.27 0.23 0.38 0.23 0.14 0.23 0.08 0.25 0.17 0.36 0.09 0.15 0.17 0.09 0.14 0.21 0.00 0.19 0.13 0.15 0.29 0.36 0.08 0.33 0.21 0.14 0.33 0.21 0.33 0.33 0.23 0.27 0.25 0.21 0.20 1.00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52  
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Tabla V 
Matriz de similitud con índices de Jaccard entre pares de muestras obtenidos a partir de los patrones de genotipificación mediante el 
método de RFLP para IS6110 en 52 aislamientos clínicos de M. tuberculosis. 
 
cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52
1 1
2 0.75 1
3 0.40 0.60 1
4 0.17 0.33 0.33 1
5 0.40 0.33 0.33 0.14 1
6 0.60 0.80 0.50 0.29 0.29 1
7 0.14 0.13 0.13 0.29 0.29 0.25 1
8 0.14 0.13 0.13 0.29 0.29 0.25 1.00 1
9 0.14 0.13 0.13 0.13 0.13 0.25 0.25 0.25 1
10 0.14 0.13 0.29 0.29 0.13 0.25 0.43 0.43 0.43 1
11 0.14 0.29 0.29 0.13 0.13 0.25 0.00 0.00 0.11 0.11 1
12 0.14 0.29 0.29 0.29 0.29 0.43 0.25 0.25 0.25 0.25 0.11 1
13 0.29 0.25 0.25 0.11 0.25 0.22 0.10 0.10 0.38 0.22 0.22 0.10 1
14 0.13 0.11 0.11 0.11 0.11 0.10 0.10 0.10 0.22 0.22 0.10 0.22 0.20 1
15 0.13 0.11 0.25 0.11 0.25 0.10 0.10 0.10 0.10 0.22 0.00 0.22 0.20 0.20 1
16 0.29 0.43 0.43 0.43 0.25 0.38 0.22 0.22 0.10 0.10 0.22 0.22 0.20 0.20 0.20 1
17 0.29 0.25 0.25 0.11 0.43 0.22 0.10 0.10 0.22 0.10 0.10 0.38 0.50 0.20 0.20 0.20 1
18 0.13 0.11 0.11 0.11 0.25 0.10 0.22 0.22 0.22 0.10 0.00 0.22 0.50 0.20 0.20 0.09 0.50 1
19 0.29 0.25 0.43 0.25 0.25 0.22 0.10 0.10 0.10 0.22 0.22 0.22 0.20 0.20 0.20 0.33 0.33 0.20 1
20 0.25 0.22 0.22 0.22 0.38 0.20 0.33 0.33 0.20 0.20 0.09 0.20 0.44 0.08 0.30 0.30 0.44 0.30 0.18 1
21 0.11 0.10 0.22 0.38 0.10 0.09 0.33 0.33 0.09 0.33 0.09 0.09 0.08 0.08 0.18 0.30 0.08 0.08 0.30 0.27 1
22 0.29 0.43 0.43 0.43 0.25 0.57 0.57 0.57 0.22 0.38 0.22 0.38 0.20 0.09 0.09 0.50 0.20 0.09 0.20 0.44 0.30 1
23 0.11 0.10 0.10 0.22 0.10 0.20 0.33 0.33 0.20 0.33 0.09 0.33 0.18 0.30 0.30 0.18 0.18 0.30 0.18 0.27 0.27 0.30 1
24 0.25 0.22 0.22 0.10 0.38 0.20 0.09 0.09 0.33 0.20 0.20 0.33 0.63 0.30 0.30 0.18 0.63 0.44 0.30 0.56 0.08 0.18 0.27 1
25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.20 0.20 0.09 0.09 0.09 0.20 0.08 0.18 0.18 0.08 0.08 0.18 0.18 0.17 0.08 0.18 0.27 0.17 1
26 0.25 0.22 0.22 0.10 0.22 0.33 0.20 0.20 0.33 0.20 0.09 0.20 0.63 0.18 0.30 0.30 0.44 0.44 0.18 0.40 0.08 0.30 0.40 0.40 0.17 1
27 0.11 0.10 0.22 0.22 0.22 0.09 0.20 0.20 0.20 0.20 0.00 0.20 0.18 0.08 0.30 0.30 0.30 0.18 0.30 0.40 0.56 0.18 0.08 0.27 0.08 0.17 1
28 0.25 0.38 0.22 0.38 0.38 0.33 0.33 0.33 0.09 0.09 0.09 0.33 0.08 0.08 0.18 0.44 0.18 0.18 0.18 0.27 0.27 0.30 0.08 0.17 0.08 0.08 0.40 1
29 0.10 0.20 0.33 0.20 0.33 0.18 0.30 0.30 0.08 0.18 0.08 0.30 0.27 0.08 0.40 0.27 0.27 0.40 0.17 0.36 0.25 0.27 0.15 0.25 0.15 0.25 0.36 0.50 1
30 0.25 0.38 0.38 0.22 0.38 0.33 0.20 0.20 0.09 0.09 0.20 0.33 0.18 0.18 0.30 0.63 0.30 0.08 0.18 0.40 0.27 0.44 0.17 0.27 0.08 0.27 0.40 0.40 0.36 1
31 0.11 0.10 0.10 0.10 0.22 0.20 0.33 0.33 0.20 0.20 0.09 0.33 0.18 0.08 0.18 0.18 0.30 0.18 0.18 0.27 0.27 0.30 0.17 0.17 0.27 0.27 0.40 0.27 0.36 0.40 1
32 0.22 0.20 0.09 0.20 0.20 0.30 0.44 0.44 0.18 0.18 0.08 0.18 0.08 0.17 0.08 0.27 0.08 0.17 0.17 0.15 0.36 0.27 0.25 0.07 0.15 0.15 0.25 0.50 0.23 0.15 0.25 1
33 0.20 0.30 0.30 0.18 0.08 0.40 0.27 0.27 0.17 0.27 0.17 0.27 0.25 0.07 0.25 0.25 0.15 0.25 0.15 0.23 0.33 0.36 0.33 0.14 0.23 0.33 0.23 0.33 0.55 0.23 0.33 0.42 1
34 0.22 0.20 0.09 0.20 0.09 0.30 0.44 0.44 0.18 0.30 0.00 0.18 0.27 0.17 0.27 0.27 0.17 0.27 0.08 0.36 0.25 0.40 0.50 0.15 0.25 0.50 0.15 0.25 0.33 0.25 0.36 0.33 0.55 1
35 0.22 0.33 0.33 0.33 0.20 0.30 0.30 0.30 0.18 0.30 0.44 0.18 0.27 0.27 0.17 0.56 0.17 0.08 0.17 0.36 0.36 0.56 0.36 0.25 0.07 0.25 0.15 0.25 0.23 0.50 0.15 0.23 0.31 0.33 1
36 0.10 0.09 0.20 0.33 0.09 0.08 0.18 0.18 0.18 0.44 0.08 0.08 0.27 0.17 0.27 0.17 0.08 0.17 0.27 0.25 0.50 0.17 0.25 0.25 0.07 0.15 0.36 0.15 0.23 0.15 0.15 0.14 0.21 0.23 0.23 1
37 0.09 0.08 0.08 0.18 0.18 0.17 0.40 0.40 0.17 0.17 0.17 0.17 0.15 0.15 0.25 0.36 0.07 0.25 0.25 0.23 0.33 0.25 0.46 0.14 0.33 0.33 0.23 0.33 0.31 0.23 0.33 0.55 0.39 0.42 0.31 0.21 1
38 0.09 0.18 0.18 0.18 0.08 0.27 0.17 0.17 0.27 0.17 0.17 0.40 0.15 0.36 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.14 0.07 0.25 0.33 0.23 0.33 0.33 0.14 0.14 0.13 0.23 0.23 0.21 0.20 0.21 0.21 0.06 0.29 1
39 0.09 0.08 0.08 0.18 0.08 0.17 0.27 0.27 0.17 0.17 0.00 0.27 0.15 0.36 0.36 0.36 0.15 0.25 0.25 0.23 0.23 0.25 0.46 0.23 0.46 0.33 0.23 0.23 0.21 0.23 0.23 0.42 0.29 0.42 0.21 0.21 0.50 0.50 1
40 0.20 0.30 0.18 0.18 0.18 0.40 0.27 0.27 0.27 0.27 0.17 0.40 0.36 0.15 0.25 0.25 0.25 0.25 0.07 0.33 0.14 0.36 0.23 0.33 0.23 0.33 0.23 0.46 0.55 0.33 0.46 0.31 0.64 0.55 0.31 0.21 0.29 0.20 0.29 1
41 0.20 0.18 0.08 0.18 0.18 0.27 0.27 0.27 0.17 0.17 0.08 0.27 0.15 0.15 0.15 0.25 0.25 0.15 0.15 0.23 0.33 0.25 0.23 0.14 0.14 0.23 0.33 0.46 0.31 0.23 0.46 0.70 0.50 0.42 0.21 0.13 0.39 0.20 0.39 0.50 1
42 0.20 0.18 0.18 0.18 0.30 0.17 0.27 0.27 0.08 0.17 0.08 0.27 0.36 0.25 0.36 0.36 0.50 0.36 0.25 0.60 0.23 0.36 0.46 0.46 0.23 0.46 0.23 0.23 0.42 0.46 0.33 0.13 0.29 0.55 0.42 0.21 0.29 0.20 0.39 0.39 0.29 1
43 0.33 0.30 0.18 0.18 0.18 0.40 0.27 0.27 0.27 0.17 0.17 0.17 0.25 0.15 0.07 0.36 0.25 0.15 0.25 0.33 0.33 0.36 0.23 0.23 0.14 0.33 0.33 0.33 0.13 0.23 0.23 0.70 0.39 0.31 0.31 0.13 0.39 0.29 0.39 0.29 0.64 0.20 1
44 0.18 0.27 0.17 0.40 0.08 0.25 0.15 0.15 0.07 0.15 0.15 0.25 0.14 0.23 0.07 0.23 0.23 0.23 0.33 0.13 0.31 0.23 0.21 0.13 0.13 0.13 0.21 0.31 0.20 0.21 0.31 0.29 0.27 0.29 0.20 0.29 0.19 0.36 0.27 0.27 0.36 0.27 0.27 1
45 0.08 0.15 0.15 0.25 0.15 0.23 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.33 0.21 0.06 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.20 0.20 0.21 0.20 0.20 0.20 0.29 0.29 0.29 0.36 0.29 0.50 0.19 0.33 0.27 0.12 0.27 0.33 0.25 0.25 0.43 0.33 0.25 0.18 0.40 1
46 0.18 0.27 0.27 0.17 0.17 0.25 0.15 0.15 0.07 0.15 0.07 0.25 0.14 0.33 0.33 0.33 0.23 0.14 0.14 0.21 0.21 0.23 0.13 0.13 0.13 0.21 0.31 0.42 0.50 0.42 0.31 0.29 0.46 0.39 0.29 0.13 0.19 0.27 0.27 0.46 0.46 0.36 0.27 0.33 0.24 1
47 0.17 0.25 0.25 0.36 0.25 0.33 0.46 0.46 0.14 0.23 0.23 0.23 0.13 0.13 0.13 0.55 0.13 0.13 0.21 0.29 0.39 0.55 0.39 0.13 0.13 0.29 0.20 0.39 0.27 0.39 0.20 0.46 0.33 0.36 0.58 0.19 0.54 0.25 0.33 0.25 0.33 0.33 0.43 0.24 0.29 0.24 1
48 0.15 0.23 0.23 0.14 0.23 0.31 0.31 0.31 0.21 0.21 0.21 0.31 0.29 0.29 0.20 0.39 0.20 0.29 0.20 0.27 0.12 0.39 0.36 0.36 0.27 0.36 0.12 0.27 0.33 0.36 0.19 0.25 0.31 0.33 0.43 0.18 0.40 0.31 0.40 0.40 0.17 0.40 0.24 0.16 0.28 0.22 0.53 1
49 0.15 0.14 0.07 0.14 0.07 0.21 0.21 0.21 0.31 0.31 0.06 0.21 0.39 0.39 0.29 0.13 0.29 0.39 0.13 0.27 0.12 0.20 0.46 0.36 0.27 0.46 0.12 0.12 0.18 0.12 0.19 0.25 0.31 0.54 0.25 0.25 0.24 0.50 0.50 0.40 0.31 0.40 0.31 0.38 0.21 0.29 0.21 0.33 1
50 0.14 0.21 0.21 0.21 0.21 0.29 0.20 0.20 0.13 0.13 0.13 0.39 0.19 0.19 0.19 0.36 0.36 0.19 0.27 0.25 0.18 0.36 0.18 0.25 0.25 0.25 0.25 0.33 0.31 0.33 0.33 0.31 0.29 0.24 0.24 0.11 0.22 0.38 0.47 0.38 0.47 0.38 0.38 0.35 0.33 0.35 0.33 0.32 0.32 1
51 0.13 0.20 0.29 0.13 0.13 0.27 0.12 0.12 0.27 0.27 0.36 0.27 0.43 0.25 0.25 0.25 0.33 0.33 0.33 0.24 0.24 0.25 0.40 0.40 0.24 0.50 0.24 0.11 0.29 0.31 0.31 0.16 0.44 0.29 0.38 0.29 0.35 0.44 0.28 0.35 0.21 0.35 0.28 0.33 0.39 0.26 0.32 0.44 0.44 0.29 1
52 0.13 0.20 0.13 0.20 0.13 0.27 0.19 0.19 0.12 0.12 0.12 0.36 0.05 0.25 0.25 0.33 0.18 0.11 0.25 0.17 0.24 0.25 0.24 0.17 0.31 0.17 0.31 0.40 0.22 0.40 0.40 0.38 0.28 0.29 0.22 0.16 0.35 0.53 0.53 0.35 0.44 0.28 0.35 0.50 0.39 0.41 0.32 0.30 0.37 0.50 0.33 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52  
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Figura 7.- Histograma de frecuencias de los 1326 índices de similitud entre pares de 
muestras agrupados en intervalos de 0.1 y obtenidos por el método de AFLP (□) y 
RFLP-IS6110 (■) a partir de 52 aislamientos clínicos de M. tuberculosis.  
 
La figura 8 muestra la correlación entre los índices de similitud obtenidos por 
el método de AFLP y RFLP para IS6110. Cada punto representa la correlación del 
índice de similitud de AFLP y el correspondiente índice de similitud del método de 
RFLP-IS6110 para un determinado par de muestras. Los puntos sobre la diagonal 
representan valores iguales de ambos índices de similitud. Los puntos por encima de 
la diagonal son valores de índices de similitud de AFLP (ISAFLP) menores que su 
correspondiente índice de similitud de RFLP-IS6110 (ISRFLP), y los puntos por 
debajo de la diagonal indican lo opuesto. Este análisis de correlación entre los 
índices de similitud de ambos métodos de genotipificación mostró una distribución 
homogénea de puntos en todo el gráfico siendo los índices de similitud de AFLP 
menores que los de RFLP-IS6110 en un 49.1% de los casos y los índices de similitud 
55 
 
    
 
de AFLP mayores que los de RFLP en un 50.2% de los casos y sólo el 0.7% de los 
índices de similitud fueron iguales en ambos métodos de genotipificación.  
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Figura 8.- Correlación entre los índices de similitud de los dos métodos de 
genotipificación (AFLP y RFLP-IS6110).  
 
La figura 9 muestra el comportamiento de los índices de similitud al cambiar 
el criterio de igualdad de índices de similitud (diferencia máxima permitida entre 2 
índices para considerarlos iguales). Al aumentar el criterio de igualdad de índices de 
similitud, el porcentaje de índices de similitud de AFLP menores que los índices de 
RFLP y de índices de similitud de AFLP mayores que los índices de RFLP es 
prácticamente el mismo. 
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Figura 9.- Porcentaje de ISAFLP<ISRFLP (---), ISAFLP=ISRFLP (___) e ISAFLP>ISRFLP (….), 
al cambiar el criterio de igualdad de índices de similitud.   
 
Como que el número de índices de similitud comparados es alto (1326), este 
resultado indica una distribución aleatoria en el gráfico de la figura 9, sin una 
aparente distribución sesgada hacia algún grupo de comparación de pares de índices 
(ISAFLP<ISRFLP, ISAFLP=ISRFLP, ISAFLP>ISRFLP). Por lo tanto, existe una total ausencia 
de correlación entre los índices de similitud de los dos métodos de genotipificación 
evaluados. 
 
6.6 Análisis de agrupamiento de muestras de los aislamientos clínicos en base a 
los patrones de bandas de AFLP y RFLP-IS6110 
Los análisis de agrupamiento de muestras expresados en forma de 
dendrograma permitieron generar siete grupos de muestras mediante el método de 
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AFLP simplificado y siete grupos mediante el método de RFLP-IS6110, que se 
denominaron con las letras A a la G (figura 10 y 11). 
Los grupos de muestras generados mediante el método de AFLP presentaron 
cada uno de ellos diferente número de cepas, agrupándose en 1, 3, 8, 2, 20, 8 y 10 
muestras (figura 10). En el caso de los grupos de muestras obtenidos mediante el 
método de RFLP, presentaron 3, 8, 3, 13, 20, 1 y 4 muestras (figura 11).  
La tabla VI muestra una comparación de los dos análisis de agrupamiento de 
muestras. Excepto para el grupo A y F de los métodos de AFLP y RFLP-IS6110, 
respectivamente, todos los grupos de muestras de AFLP incluyeron muestras de 
diferente grupo de RFLP-IS6110 y vice versa, indicando así una ausencia de 
correlación entre los dos análisis de agrupación de muestras. 
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Figura 10.- Dendrograma que muestra los grupos de cepas obtenidos en base al 
patrón de bandas generado mediante el método de AFLP simplificado en 52 muestras 
de ADN de aislamientos clínicos de M. tuberculosis. 
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Figura 11.- Dendrograma que muestra los grupos de cepas obtenidos en base al 
patrón de bandas generado mediante el método de RFLP para IS6110 en 52 muestras 
de ADN de aislamientos clínicos de M. tuberculosis. 
 
 
 
La tabla VI muestra la comparación entre el análisis de los clusters de ambos 
métodos,  a excepción de los clousters obtenidos para el grupo A de AFLP y el grupo 
F de IS6110, todos los agrupamientos obtenidos por IS6110 y AFLP incluyen 
aislamientos de diferentes grupos indicando de esta manera una ausencia de 
correlación entre ambos resultados.  
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Tabla VI. Comparación de los dos análisis de agrupamiento de muestras. 
Grupos de 
AFLP 
Grupos de 
RFLP-IS6110
No. de muestras en un grupo de 
AFLP y RFLP-IS6110 
A E 1 
B C 1 E 2 
C 
B 1 
D 2 
E 4 
G 1 
D C 1 E 1 
E 
A 1 
B 7 
C 1 
D 7 
E 2 
F 1 
G 1 
F 
D 2 
E 5 
G 1 
G 
A 2 
D 2 
E 5 
G 1 
 
6.7 Correlación de los grupos de muestras de los tipos de patrones de AFLP y 
RFLP con la información de los pacientes estudiados 
El 95 y el 5% de las muestras agrupadas mediante el método de AFLP en el 
grupo E (grupo con mayor número de muestras, 20 cepas) provinieron de la localidad 
de Ciudad Victoria (19 cepas) y del Municipio de Llera (1 cepa), respectivamente. 
Por otro lado, el 90% de las muestras agrupadas mediante el método de 
RFLP-IS6110 en el grupo E (grupo con mayor número de muestras, 20 cepas) fueron 
de Ciudad Victoria (18 cepas). El 5% restante provinieron de los  Municipios de 
Madero y de Mante, Tamaulipas (1 cepa en cada caso).  
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En el análisis de agrupamiento mediante el método de AFLP, 3 de las 8 cepas 
que presentaron resistencia a algún agente antituberculoso se agruparon en el grupo 
E, 1 resistente a estreptomicina, 1 resistente a estreptomicina e isoniacida y 1 
resistente a estreptomicina, isoniacida, etambutanol, rifampicina y pirazinamida. En 
el grupo G se agruparon otras 3 de las 7 cepas resistentes, 1 resistente a 
estreptomicina e isoniacida, otra resistente a estreptomicina, isoniacida y rifampicina 
y 1 resistente a estreptomicina, isoniacida, etambutanol, rifampicina y pirazinamida. 
En el grupo B se presentó 1 cepa resistente a estreptomicina, isoniacida, etambutanol, 
rifampicina y pirazinamida. Por último en el grupo F se presentó 1 cepa resistente a 
isoniacida y rifampicina. 
En el análisis de agrupamiento mediante el método de RFLP-IS6110, la 
distribución de las cepas resistentes fue de la siguiente manera: en el grupo con el 
mayor número de muestras (grupo E, 20 cepas) se presentaron 3 cepas resistentes a 
estreptomicina, isoniacida, etambutanol, rifampicina y pirazinamida, una cepa 
resistente a isoniacida y rifampicina; en el grupo D se presentó 1 cepa resistente a 
estreptomicina, isoniacida y rifampicina; en el grupo B se presentaron 2 cepas 
resistentes, una cepa resistente a estreptomicina y otra resistente a estreptomicina e 
isoniacida; en el grupo A se presentó 1 cepa resistente a estreptomicina e isoniacida. 
La distribución de las cepas en los grupos de muestras de ambos métodos de 
genotipificación no mostró una correlación para los datos de género, edad o 
procedencia de los pacientes, ni de la resistencia a agentes antituberculosos de cada 
una de las cepas estudiadas. 
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6.8 Comparación de la distribución de bandas teóricas de AFLP y RFLP-IS6110 
en el genoma de M. tuberculosis H37Rv 
La figura 12 muestra una comparación de un histograma de porcentaje de 
frecuencias de la secuencia de inserción IS6110 dentro del genoma de M. 
tuberculosis H37Rv, descrito en la literatura (Philipp et al., 1996) y que indica las 
posiciones de las secuencias IS6110 y frecuencias de los fragmentos teóricos de 
tamaño molecular entre 100 y 1500 pb obtenidos mediante AFLP utilizando la 
enzima XhoI, el adaptador XA y el iniciador XP-G, utilizando un simulador para 
AFLP (Bikandi et al., 2004).  
El 93% de las 16 repeticiones de la secuencia IS6110 se encuentra entre los 
1500 a 4000 kpb del genoma de M. tuberculosis H37Rv. Por el contrario, el 
simulador de AFLP predijo 32 bandas teóricas mediante el método de AFLP 
simplificado distribuidas uniformemente a lo largo de todo el genoma de la cepa 
H37Rv de M. tuberculosis. 
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Figura 12.- Histograma de porcentaje de frecuencias de la secuencia de inserción 
IS6110 ( ) y frecuencias de los fragmentos teóricos de tamaño molecular entre 100 
y 1500 pb obtenidos mediante AFLP ( ). 
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7 DISCUSIÓN 
 
El polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) fue 
propuesto como un nuevo método de tipificación molecular utilizando ADN 
genómico (Vos et al., 1995; Lyn y Kuo, 1995). Este método ha mostrado una alta 
reproducibilidad y se basa en la amplificación selectiva mediante PCR de los 
fragmentos de restricción obtenidos en la digestión del ADN genómico al utilizar dos 
enzimas de restricción, ligación de adaptadores específicos al sitio de restricción y 
amplificación por PCR con iniciadores dirigidos hacia los adaptadores y con uno o 
más nucleótidos selectivos. Los productos amplificados obtenidos son evaluados 
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida similares a los utilizados en 
secuenciación de ADN. Los fragmentos obtenidos pueden ser analizados 
simultáneamente y su número es dependiente de la resolución y detección del 
sistema, el cual permite obtener de 50 a 100 bandas. Al incrementar el número de 
nucleótidos selectivos en los iniciadores utilizados en el PCR, se disminuye el 
número de bandas obtenidas y junto con la complejidad del genoma estudiado son 
determinantes para obtener el polimorfismo por AFLP.  
Generalmente el método de AFLP se realiza con dos enzimas de restricción, 
dos o más adaptadores, varios iniciadores de PCR, geles de poliacrilamida y 
detección por radioactividad o florescencia (Vos et al., 1995). Un método de AFLP 
simplificado fue propuesto por primera vez para la tipificación de abejas mielíferas 
(Suazo and Hall, 1999). De forma similar, para el diseño del método de AFLP 
simplificado aplicable a M. tuberculosis se pensó en emplear una sola enzima de 
restricción, que cortara una sola vez dentro de la secuencia IS6110, un adaptador y 
un iniciador de PCR de tal forma que a partir del ADN genómico de la cepa de 
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referencia M. tuberculosis H37Rv se generaran entre 10 y 15 bandas en un gel de 
agarosa al 2.5% de 7.0 x 9.5cm. Así, con ayuda del programa SitesFinder, se decidió 
usar la enzima XhoI y un iniciador de PCR con sólo una G como oligonucleótido de 
selección (Viader-Salvadó et al., 2002). El método de AFLP simplificado 
desarrollado y evaluado en el presente trabajo emplea solo una enzima de restricción, 
un adaptador de doble cadena, un iniciador de PCR, electroforesis en geles de 
agarosa y una técnica de tinción simple utilizando bromuro de etidio o SYBR Gold. 
Recientemente ha sido reportado un programa similar a SitesFinder que 
permite realizar un análisis de AFLP in silicio de genomas bacterianos completos 
(Bikandi et al., 2004) y se encuentra disponible en Internet 
(http://insilicio.ehu.es/AFLP´s).  
El método de tipificación de M. tuberculosis empleando RFLP-IS6110 
permite la detección de variaciones en el número de repeticiones de la secuencia 
IS6110 en el genoma de M. tuberculosis (van Embden, 1993). Para llevar a cabo este 
método de genotipificación se realiza una digestión del ADN genómico de M. 
tuberculosis con una enzima de restricción PvuII, los fragmentos obtenidos son 
separados mediante electroforesis en un gel de agarosa y posteriormente transferidos 
a una membrana de hibridación, la cual en presencia de una sonda específica para la 
secuencia IS6110 marcada con quimioluminiscencia permite generar una imagen en 
una película radiográfica. Cada copia de la secuencia IS6110 produce una banda 
generando un patrón, el cual si presenta más de 7 copias o bandas permite una buena 
discriminación entre aislamientos clínicos, no así con 6 ó menos copias 
(Radhakrishnan et al., 2001). Este método ha resultado ser muy laborioso y 
complicado comparado con el método de AFLP simplificado, además de que la 
cantidad requerida de ADN es mucho mayor (3-4 µg), por lo que se requiere un 
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cultivo abundante de micobacterias, lo cual resulta difícil de obtener en aislamientos 
clínicos. El método de RFLP-IS6110 ha sido reportado como un método con baja 
reproducibilidad en algunos laboratorios (Kremer et al., 1999), haciendo que la 
tipificación no sea 100% reproducible. Este método ha permitido evaluar eventos de 
transmisión así como confirmar la contaminación cruzada en laboratorios (Blanc et 
al., 1998), pero se ha reportado que cepas de M. tuberculosis con ninguna ó muy 
pocas copias del IS6110 el método es no adecuado (Radhakrishnan et al., 2001). En 
la India se ha demostrado la presencia de cepas con ninguna o muy bajo número 
copias de la secuencia IS6110 (Radhakrishnan et al., 2001).  
En los 52 aislamientos clínicos analizados, ambos métodos de 
genotipificación (AFLP simplificado y RFLP-IS6110) mostraron un poder de 
discriminación del 100%. Sin embargo, los índices de similitud y los dendrogramas 
de agrupamiento de cepas obtenidos del análisis de los patrones de bandas generados 
por los dos métodos de genotipificación resultaron ser diferentes. Este resultado es 
debido probablemente a que el análisis por AFLP evalúa variaciones en todo el 
genoma de M. tuberculosis, tal como lo mostró el simulador de productos 
amplificados por AFLP del genoma de la cepa de M. tuberculosis H37Rv utilizando 
la enzima XhoI, el adaptador XA y el iniciador XP-G, mientras que por RFLP-
IS6110 sólo se evalúa la presencia o ausencia de copias de la secuencia IS6110, las 
cuales no se encuentran distribuidas homogéneamente en el genoma de la cepa de 
referencia H37Rv (Philipp et al., 1996). 
El método de genotipificación de RFLP-IS6110 resultó ser mucho más 
laborioso y complicado que el método de AFLP simplificado. La cantidad de ADN 
requerida para llevar acabo el método de RFLP-IS6110 es alta (3-4 µg), para lo cual 
se requiere de un cultivo de micobacterias abundante. Este punto fue difícil de 
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conseguir para muchos de los aislamientos clínicos. Además de la cantidad del ADN, 
su integridad es esencial para la obtención de buenos resultados en la tipificación. La 
presencia de ADN íntegro está relacionada con la presencia de bandas de alto peso 
molecular. La ausencia de bandas de alto peso molecular en el análisis de RFLP-
IS6110 puede también ser debido a una pobre transferencia del ADN a la membrana. 
En nuestro caso, se verificó la transferencia del ADN del gel de agarosa a la 
membrana utilizando la luz UV después de la transferencia y siempre se procuró que 
el ADN utilizado se encontrase íntegro.  
Braden et al. (Braden et al., 2002) sugirieron que se puede presentar la 
replicación o delesión de la secuencia IS6110 en subcultivos de las micobacterias 
durante períodos cortos de tiempo. En nuestro caso, los subcultivos de micobacterias 
se realizaron principalmente por problemas de contaminación con hongos debido a 
los tiempos prolongados de crecimiento e incubación. Al tener de cada muestra 
varios subcultivos se garantizaba al final una buena cantidad de ADN. 
La variabilidad en la identificación de las bandas se puede presentar debido a 
la intensidad o ancho de la banda de tal manera que una banda pudiera en realidad 
estar compuesta por dos o más bandas muy cercanas. Los tiempos de exposición de 
las autoradiografías y las intensidades de las bandas están estrechamente 
relacionadas generando una alta subjetividad al tener bandas de baja intensidad 
ausentes, o bien de alta intensidad y que representan en realidad a más de una banda. 
En estos casos la experiencia y capacidad técnica del personal son muy importantes y 
trascendentes en los resultados finales. La temperatura generada durante el 
corrimiento electroforético puede afectar la movilidad de los fragmentos del ADN 
resultando la estimación de diferentes tamaños moleculares. Esto se pudiera 
minimizar al incluir estándares internos, como muestras de ADN de cepas cuyo 
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patrón de bandas sea bien conocido, aunque se ha demostrado que el análisis por 
RFLP-IS6110 para una misma cepa o incluso para una misma muestra de ADN 
realizado por diferentes laboratorios puede generar patrones diferentes (Braden et al., 
2002).  
La técnica de revelado mediante hibridación con una sonda marcada 
específica para la secuencia IS6110 resultó ser muy elaborada y costosa, y en varios 
casos los resultados finales no fueron los esperados, por lo que fue necesario reiniciar 
el protocolo desde la extracción del ADN o bien a partir de la membrana de 
hibridación.  
La cantidad de ADN requerida para el método de AFLP simplificado fue de 
0.2 µg, o sea 15 a 20 veces menos que en RFLP-IS6110, por lo que no se requiere 
partir de un cultivo muy abundante y por lo tanto se disminuye el tiempo de 
incubación de las micobacterias. La calidad e integridad del ADN siempre serán 
importantes, pero en nuestro caso muestras con ADN parcialmente degradado 
mostraron resultados reproducibles, probablemente debido a que el método de AFLP 
simplificado solo analiza bandas menores de 1500 pb. La evaluación de la presencia 
e identificación de las bandas se pudo realizar en gel de agarosa, la calidad de la 
agarosa fue importante para la obtención de una buena resolución de bandas. Se 
empleó una tinción simple con SYBR Gold o bromuro de etidio y visualización con 
luz UV. El tiempo de trabajo total se reduce a la mitad respecto al tiempo empleado 
para llevar a cabo el método de RFLP-IS6110. El método de tinción empleado 
resultó ser sencillo y con un bajo costo. Los resultados finales se pueden observar 
casi inmediatamente después de hacer el gel de electroforesis, de tal forma que de ser 
necesaria repetir la electroforesis se podría realizar en ese momento. La 
identificación de las bandas se pudo realizar sin dificultad ya que la intensidad de las 
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mismas permitió obtener una imagen digitalizada para su procesamiento y 
estimación de los tamaños moleculares. La temperatura generada durante el 
corrimiento electroforético no fue alta, por lo que no afectó la movilidad de los 
fragmentos del ADN. Se logró demostrar la reproducibilidad y confiabilidad del 
método de AFLP simplificado a partir de diferentes extracciones de ADN de la cepa 
de referencia H37Rv y comparándolos con resultados in vitro y los obtenidos 
anteriormente, usando el programa SitesFinder. 
Las modificaciones realizadas al método tradicional de AFLP (Vos et al., 
1995) que generaron el método de AFLP simplificado resultaron ser de gran 
importancia, ya que se logró la obtención de 24 bandas con un tamaño molecular 
comprendido entre 1537 y 122 pb  que pueden ser evaluadas en sistemas de 
detección sencillos, lo cual permitió la tipificación de las cepas estudiadas, 
resultando en 43 (83%) de las muestras analizadas seis o más bandas. 
La cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv analizada por RFLP-IS6110 mostró el 
patrón de bandas característico descrito para la misma, lo cual asegura la buena 
implementación de este método.  
Los patrones de bandas para IS6110-RFLP que presentaron más de 6 bandas 
(37 aislamientos) se compararon con los patrones de bandas prototipos reportados 
por Cowan y Crawford (Cowan y Crawford, 2002). Las bandas de RFLP del patrón 
de RFLP-IS6110 del prototipo W-Beijing se presentaron en un 50-85% de las bandas 
de 29 aislamientos. Adicionalmente, 50 a 66% de bandas del RFLP de 4 aislamientos 
se presentaron en el patrón del prototipo B y 60 a 71% de las bandas de RFLP de 3 
aislamientos se presentaron en el prototipo D. Finalmente las bandas de RFLP del 
prototipo E se encontraron en el 71% de las bandas de un aislamiento y el 55% de las 
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bandas de un aislamiento se encontraron en el patrón de bandas de RFLP del 
prototipo A. 
El 29% (15 de 52) de las muestras presentaron menos de seis bandas en su 
patrón de RFLP-IS6110. En estos casos se ha sugerido utilizar un segundo método de 
tipificación por no considerarse el método de RFLP-IS6110 suficientemente 
informativo (Indulakshmi et al., 2001; Ellis et al., 2002). 
La estabilidad de la secuencia IS6110 es de aproximadamente de 3 a 10 años 
(Pfyffer et al., 1998; de Boer et al., 1999; Warren et al., 2002), esto basado en la 
tipificación seriada de muestras de pacientes individuales. Nosotros encontramos la 
pérdida de una banda de 1.4 kpb en la muestra de un paciente bajo tratamiento en una 
diferencia de muestreo de 2 años. Esto puede estar influido por el tiempo de inicio de 
la enfermedad, de muestreo y proporcional al programa de control (de Boer et al., 
1999). El paciente bajo estudio era un recluso del CERESO de Ciudad Victoria. Este 
resultado muestra la importancia de realizar estudios que permitan dar un 
seguimiento de los pacientes para determinar si se presentan cambios en el transcurso 
del tiempo o bien para evaluar si los programas de control han resultado ser 
eficientes. 
El método de AFLP con detección con fluorescencia y utilizando dos enzimas 
de restricción y dos juegos de iniciadores de PCR ha sido empleado para tipificar 
aislamientos clínicos de M. tuberculosis. Con este método, se pudieron tipificar 
cepas con cinco o menos copias de la secuencia IS6110, por lo que se consideró que 
el método de AFLP fluorescente puede contribuir al estudio epidemiológico y micro 
evolutivo de M. tuberculosis (Goulding et al., 2000). La alta variabilidad observada 
por AFLP en grupos de cepas de M. tuberculosis con patrones de RFLP-IS6110 
idénticos sugiere que estos procesos micro evolutivos no son de transmisión reciente 
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ya que se sabe que existe poca variabilidad genética en el genoma de M. tuberculosis 
(Ruiz et al., 2003). Utilizando dos enzimas de restricción y la combinación de cuatro 
iniciadores de PCR, se ha descrito la obtención de 81 bandas de 80-380 pb, 
obteniendo un promedio de 14 bandas por cepa con lo que se ha considerado al 
método de AFLP como un método complementario al RFLP-IS6110 en la 
tipificación de M. tuberculosis (Ruiz et al., 2003). 
La genotipificación de aislamientos clínicos se ha utilizado para la 
identificación de transmisiones recientes de tuberculosis (Crawford, 2003), 
basándose en que los genotipos iguales representan una transmisión reciente mientras 
que la presencia de genotipos únicos indica una reactivación de la infección. De los 
aislamientos estudiados en el presente trabajo, todos presentaron diferentes genotipos 
por ambos métodos de genotipificación, indicando una posible reactivación de la 
tuberculosis en la población de pacientes estudiados. Recientemente, varios autores 
compararon los métodos de AFLP convencional y de RFLP-IS6110 usando 
aislamientos de M. tuberculosis (Ahmed et al., 2004, Goulding et al., 2000; Huys et 
al., 2000, Kassama et al., 2006; Krishnan et al., 2007, Ruiz et al., 2003, Sims et al., 
2002; Van den Braak et al., 2004) e hicieron referencia a las ventajas de AFLP sobre 
el RFLP-IS6110. Las principales ventajas que se encontraron fueron la facilidad del 
método, la pequeña cantidad de ADN requerida y la reproducibilidad del método. 
Los autores intentaron correlacionar los grupos de AFLP con los obtenidos por 
RFLP, pero ninguno de ellos correlacionó los índices de similitud de ambos métodos 
de genotipificación, siendo esto más exacto que una simple inspección entre los 
dendrogramas obtenidos por ambos métodos.  
En los 52 aislamientos analizados por ambos métodos de genotipificación 
(AFLP simplificado y RFLP-IS6110) en el presente trabajo, ambos métodos 
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mostraron un poder de discriminación de muestras del 100% y una distribución 
similar de los 1326 índices de similitud calculados. Sin embargo, el estudio de 
correlación entre los índices de similitud de ambos métodos de genotipificación 
mostró una distribución aleatoria a lo largo de los tres grupos de comparación 
(ISAFLP<ISRFLP, ISAFLP=ISRFLP, ISAFLP>ISRFLP), lo cual indica una total ausencia de 
correlación entre los índices de similitud de los dos métodos de genotipificación 
evaluados. Ambos métodos revelaron polimorfismos independientes, generando 
diferentes tipos de dendrogramas. 
Con el método de AFLP simplificado se esperaría un mayor poder de 
discriminación de muestras que con el método de RFLP-IS6110, ya que el elemento 
móvil IS6110 no tiene relación en el proceso evolutivo de las cepas, por lo menos en 
la cepa de M. tuberculosis H37Rv, donde el 93% de las secuencias de IS6110 se 
distribuye en copias ubicadas entre los 1500 a 4000 kpb del genoma (Philipp et al., 
1996), mientras que los sitios de restricción para la enzima XhoI utilizada en los 
ensayos del AFLP simplificado se distribuyen uniformemente en todo el genoma de 
M. tuberculosis H37Rv. Por lo tanto, el método de AFLP simplificado evalúa las 
variaciones genéticas en el genoma de M. tuberculosis generados por la acumulación 
de substituciones de bases, como lo mostró el simulador in silicio de AFLP (Bikandi 
et al., 2005), usando la secuencia del genoma de M. tuberculosis H37Rv, la enzima 
de restricción XhoI, y un iniciador con una G en el extremo 3’. Además, el poder de 
discriminación del método de AFLP simplificado podría aumentar si también se 
emplea un iniciador XP-C, que tendría una C en lugar de una G en el extremo 3', y se 
combinan ambos resultados, tal como se ha descrito para el método convencional de 
AFLP (Blears et al., 1998), ya que el programa SitesFinder predice la obtención de 
15 bandas resueltas en el gel de agarosa al utilizar el iniciador XP-C. Estas 
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características, junto con su rapidez, bajo costo, reducción de tiempo debido a la 
pequeña cantidad de ADN necesario y el uso de sólo una enzima de restricción, un 
adaptador de doble cadena, un iniciador de PCR, y un sistema sencillo de detección, 
demuestran cómo este método de AFLP simplificado compite favorablemente con el 
método de RFLP-IS6110 o métodos convencionales AFLP. El método simplificado 
de AFLP, por tanto, resulta una muy buena opción en la genotipificación de 
aislamientos de M. tuberculosis, especialmente en los países en desarrollo o cuando 
es usado como método de tamizaje inicial.  
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8 CONCLUSIONES 
 
En el presente trabajo se evalúo un método de AFLP simplificado y se 
comparó con el método de RFLP-IS6110. Debido a la relativa rapidez, bajo costo, 
reducción de tiempo así como a la pequeña cantidad de ADN necesario y el uso de 
sólo una enzima de restricción, un adaptador de doble cadena, un iniciador de PCR, y 
un sistema sencillo de detección, el método de AFLP simplificado compite 
favorablemente con el método de RFLP-IS6110 o métodos convencionales AFLP. 
 
Con el método de AFLP simplificado se esperaría un mayor poder de 
discriminación de muestras que con el método de RFLP-IS6110, ya que por lo menos 
en la cepa de M. tuberculosis H37Rv el 93% de las secuencias de IS6110 se 
distribuye entre los 1500 a 4000 kpb del genoma, mientras que los sitios de 
restricción para la enzima XhoI utilizada en los ensayos del AFLP simplificado se 
distribuyen uniformemente en todo el genoma de M. tuberculosis H37Rv. 
 
Las modificaciones realizadas al método tradicional de AFLP que generaron 
el método de AFLP simplificado resultaron ser de gran importancia, ya que se logró 
la obtención de 24 bandas con un tamaño molecular comprendido entre 1537 y 122 
pb que pueden ser evaluadas en sistemas de detección sencillos, lo cual permite la 
tipificación de cepas de M. tuberculosis. 
 
En los 52 aislamientos de M. tuberculosis, los dos métodos de 
genotipificación mostraron un poder de discriminación de muestras del 100% y una 
distribución similar de los 1326 índices de similitud calculados. Sin embargo, los 
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índices de similitud de ambos métodos de genotipificación mostraron una total 
ausencia de correlación. Ambos métodos de genotipificación revelaron 
polimorfismos independientes, generando diferentes tipos de dendrogramas. 
 
Se aplicaron por primera vez métodos moleculares de genotipificación a 
aislamientos clínicos de M. tuberculosis del estado de Tamaulipas, detectando 29 
cepas del prototipo W-Beijing, 4 cepas del prototipo B, 3 cepas del prototipo D, 1 
cepa del prototipo E y otra cepa del prototipo A. 
 
Debido a que todos los aislamientos de M. tuberculosis estudiados en el 
presente trabajo presentaron diferentes genotipos por ambos métodos de 
genotipificación, probablemente la población de pacientes estudiados presenten un 
proceso de reactivación de la tuberculosis. 
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APÉNDICE 
 
Preparación de medios, soluciones y reactivos. 
 
Solución TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). 
Pesar 1.2 g de Tris-base y 372 mg de EDTA,  Disolver en 800 mL de agua destilada, 
ajustar el pH a 8 y completar a 1000 mL con agua destilada. Esterilizar en autoclave 
a 15 lbs/15 minutos y almacenar a 4°C. 
  
Solución TE 0.1 (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM). 
Pesar 1.2 g de Tris-base y 37.2 mg de EDTA,  Disolver en 800 mL de agua destilada, 
ajustar el pH a 8 y completar a 1000 mL con agua destilada. Esterilizar en autoclave 
a 15 lbs/15 minutos almacenar a 4°C. 
 
Solución de lisozima 10 mg/mL 
Pesar 10 mg de lisozima y disolver en 1 mL de agua destilada. Almacenar a -20°C. 
Preparar al momento de usar. 
 
SDS 10 % (Duodecil sulfato de sodio o Laurilsulfato de sodio). 
Pesar 10.0g de SDS y disolver en 100 mL de agua destilada. Almacenar a 
temperatura ambiente. 
 
Solución de proteinasa K 10 mg/mL. 
Pesar 10 mg de proteinasa K y disolver en 1 mL de agua destilada. Almacenar a -
20°C. 
 
NaCl 5 M 
Pesar 29.2 g de NaCl y disolver en 100 mL de agua destilada. Esterilizar en 
autoclave a 15lbs/15min. Almacenar a temperatura ambiente. 
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Solución de CTAB/NaCl. 
Pesar 4.1g de NaCl y 10.0g de CTAB (Bromuro de N-hexadecil N,N,N-trimetil 
amonio) y disolver en 80mL de agua destilada calentando a 65°C. Ajustar a 100 mL 
con agua destilada y almacenar a temperatura ambiente. 
 
Solución Sevag (cloroformo/ alcohol isoamílico; 24:1)  
Mezclar 40 mL de alcohol isoamílico y 960 mL de cloroformo  
 
Etanol al 75%. 
Mezclar 75 mL de etanol absoluto con 30 mL de agua destilada. Almacenar a 4°C. 
 
Buffer de corrida Azul (5X). 
Pesar 0.3 g de Tris-base, 0.1 g EDTA y 25 mg de bromofenol azul. Disolver en 3 mL 
de agua destilada. Añadir 5 mL de glicerol. Ajustar el pH a 8 en un pHmetro y llevar 
a 10 mL con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 15lbs/15min. 
 
Solución de ADN de fago Lambda 5 ng/ml 
Se diluyen 10 μl de ADN del fago Lambda 750 ng/μl en 1490 μl de agua ultra pura. 
 
Buffer TBE (Tris-borato-EDTA). 
Pesar 10.8 g de Tris-base, 5.5 g de Acido Bórico y 0.74 g de EDTA. Disolver en 
800 mL de agua destilada, ajustar el pH a 8 y aforar a un volumen de 1000 mL con 
agua 
destilada. Esterilizar en autoclave a 15lbs/15min. 
 
Bromuro de Etidio (EtBr) 10 mg/mL. 
Disolver 0.1 g de EtBr en 10 mL de agua destilada. Almacenar a 4°C. 
 
Acetato de amonio 7.5 M 
Pesar 578.1 g de Acetato de amonio y disolver en 1000mL agua destilada.  
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Solución desnaturalizante. 
Disolver 87.66 g de NaCl y 20 g de NaOH en 800   mL   de  agua destilada, aforar a 
un volumen de 1000 mL. 
 
Solución de neutralización. 
Disolver 87.66 g de NaCl y 60.55 g de Tris base en 800 mL de agua destilada. 
Ajustar el pH a 7.5 con HCl y aforar a un volumen de 1000 mL. 
 
Buffer de transferencia SSC 20X. 
Pesar 17.53 g de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio. Disolver en 80 mL de agua 
destilada. 
Ajustar a pH 7.0 con NaOH 5M y aforar a 100 mL, esterilizar en autoclave a 
15lbs/15min. 
 
Solución de lavado primario. 
Mezclar 4 g de SDS y 25 mL de SSC 20X. Completar a 1l con agua destilada. Filtrar 
por membrana de 0.45 μm. 
 
Solución de lavado secundario 
Mezclar 100 ml del buffer de transferencia SSC 20X más 900 mL de agua destilada. 
 
Enzima XhoI. 
Condiciones de incubación buffer 1X: 50 mM Tris-HCl (pH 7.5 at 25°C), 10 mM 
MgCl2, 1 mM DTT, 100 mM NaCl, 100 µg/mL BSA incubar a 37°C. 
 
Enzima PvuII. 
Condiciones de incubación buffer NEB2 1X: 10 mM Tris-HCl 50 mM NaCl 10 mM 
MgCl2, 1 mM DTT, pH 7.9 a 37°C. 
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Preparación del adaptador XA 
Los adaptadores XA-1 (GTAGACTGCGTACATGCA) y XA-2 
(TCGATGCATGTACGCAGT) se ajustaron a una concentración de 25 μM cada uno 
y se mezclaron juntos en una solución conteniendo 90 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, y 
0.1 mM EDTA (pH 8.0), la mezcla se calentó en baño de agua a 90ºC por 5 min 
dejando enfriar lentamente a temperatura ambiente y fueron colocados a -20ºC hasta 
su posterior uso en el paso de ligación. 
 
Preparación del iniciador XP-G 
Se disolvió el iniciador XP-G (TGCGTACATGCATCGAGG) utilizando agua ultra 
pura estéril y ajustando a una concentración de 60mM se disolvió completamente y 
se almacenó a -20°C hasta su posterior uso. 
 
Iniciadores para la síntesis de la sonda IS6110 
Se disolvieron los iniciadores INS-1 (5'-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC) e INS-2 
(5'-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA) a una concentración de 50 ng/μl cada uno 
utilizando agua ultra pura estéril, y se almacenaron a -20°C hasta su posterior uso. 
 
Marcadores de peso molecular 
Supercoiled  DNA marcador de peso molecular de 2 a 16 kb Invitrogen Cat. No. 
15622-012 a  una concentración de 0.25 µg/µl en 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM 
EDTA.  
X174 DNA digerido con la enzima Hae III Cat. No. 15611-015  generando 
fragmentos de de 72 a 1,353 bp.  
 
T4 DNA Ligase  
Condiciones de incubación buffer de reacción 1X: 50 mM Tris-HCl (pH 7.5 a 25°C), 
10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 25 µg/ml BSA. 
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Medio de cultivo Middlebrook 7H10 
Disolver 18.0g del medio de cultivo Middlebrook 7H10, agregar 5 mL de glicerol y 
900 mL de agua destilada esterilizar en autoclave a 10lbs/10min, dejar enfriar a 45°C 
aproximadamente y agregar 100 mL del suplemento.  
 
Suplemento Medio de cultivo Middlebrook 7H10 
Pesar 0.85g NaCl, 5 g Peptona, 2 gr Dextrosa disolverlos en 100 mL de agua 
destilada y esterilizar por filtración utilizando un filtro de 0.45μs de poro, 
conteniéndolo en un recipiente estéril y almacenándolo en refrigeración hasta su 
posterior uso. 
 
Isopropanol al 80% 
Mezclar 80 mL de isopropanol absoluto con 30 mL de agua destilada. Almacenar a 
4°C. 
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